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(57) Abstract: The invention relates to a bioreactor and to a method for cultivating organic material, especially cells, using a nutrient 
<N| medium. The aim of the invention is to intensively cultivate the organic material while using a simple and reliable handling. To this 
<J end, the inventive bioreactor is equipped with a flow generating device by means of which the nutrient medium is forced to flow, 

whereby a collecting device is arranged within the flow. Said collecting device is configured for collecting and/or holding the organic 
*S material and is permeable so that the flowing nutrient medium can pass through the same. The inventive method is characterized in 
^ that the nutrient medium is forced to flow in an at least intermittent manner, in that the organic material, especially cells, is held in or 
^ on a collecting device which is permeable to the nutrient medium, and in that the nutrient medium is conveyed through the collecting 
£2 device. 

O (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifit einen Bioreaktor sbwie ein Verfahren zur Kultivierung organischen Materials, ins- 
Q besondere von Zellen, mittels eines NShrmediums. Zur imensiven Kultivierung des organischen Materials bei einfacher und zuver- 
2£ lassiger.Handhabung ist bei dem erfindungsgemassen Bioreaktor eine Strtimungserzeugungs-Einrichtung 
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vorgesehen, durch welche das Nahrmedium in eine Stromung versetzbar ist, wobei in der Stromung eine Aufnahmeeinrichtung 
angeordnet ist, welcbe zum Aufnehraen und/oder Halten des organischen Materials ausgebildet 1st, und wobei die Aufnahmeeinrich- 
tung zum Durchleiten des strdmenden Nahnnediums durchlassig ausgebUdet ist. Das erfindungsgemMsse Verfahren zeichnet sich 
dadurch aus, dass das Nahrmedium zumindest zeitweise in eine Stromung versetzt wird, dass das organiscbe Material, insbesondere 
ZeUen, in Oder an einer Aufnahmeeinrichtung gehalten wird, welche fur das Nahrmedium durchlassig ausgebUdet ist, und dass das 
Nahrmedium durch die Aufnahmeeinrichtung hindurchgeleitet wird 
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Bioreaktor 

Die Erf inching betrifft einen Bioreaktor sowie ein Verfahren 
zur Kultivierung organischen Materials gemaB dem Oberbe- 
griff der Anspriiche 1 bzw. 15. 

Die Kultivierung organischen Materials, vor allem menschli- 
cher oder tierischer Zellen gewinnt in der medizinischen 
Diagnostik, Therapie und Pharmakologie zunehmend an Bedeu- 
tung . 

Von besonderem Interesse ist hierbei die Verraehrung von 
h&natopoetischen Stammzellen. Diese werden einem Patienten 
vor einer Strahlen- oder Chemotherapie entnonunen und sollen 
in mOglichst groBer Anzahl dem Patienten nach AbschluB der 
Strahlen- und Chemotherapie retransplantiert werden. 

Bei diesem Verfahren ist unter anderem die Kryokonservie- 
rung gebrfiuchlich, bei welcher entnommene Blutstammzellen 
wfihrend der Dauer der Strahlen- oder Chemotherapie einge- 
froren werden. Aller dings ist hierdurch keine Anreicherung 
der Zellen meglich. Vielmehr wird die Anzahl lebender Zel- 
len sowie deren Vitalitat deutlich reduziert. 

Es wurden bereits Methoden zur Kultivierung und Anreiche- 
rung verschiedener Zellen menschlichen Ursprungs entwickelt 
und etabliert. 
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Typischerweise werden Zellen in Behaltem Oder Petrischalen 
kultiviert, in welchen sich ein ftir die Kultivierung des 
jeweiligen Zelltyps geeignetes Nahrmedium befindet. wahrend 
der Kultivierung sind im allgemeinen mehrere Behandlungs- 
schritte notwendig, wie beispielsweise der Austausch des 
Nahrmediums sowie ein Umsetzen kultivierter Zellen in ande- 
re Behaltnisse. 

Durch das erforderliche mehrfache Eingreifen in den Kulti- 
vierungsprozess wachst die Gefahr der Kontamination des 
Zellmaterials, beispielsweise durch Laborgerate Oder Umge- 
bungsluft, wodurch das zu kultivierende Material ftir die 
weitere Verwendung unbrauchbar wird. 

Die Handhabung des gesaraten Kultivierungsprozesses gestal- 
tet sich insgesarat relativ aufwendig, so daB ein klinischer 
Einsatz im groBen MaBstab kaum. durchfuhrbar ist. 

Weiter wurde eine Kultivierung von Zellen in Hohlfasem 
versucht. Die Zellen in den Hohlfasern werden dabei von der 
FaserauBenseite diffusiv mit Nahrstoffen versorgt. Zu Be- 
ginn der Zellkultivierung kfinnen dabei relativ gute Wachs- 
tumsraten erreicht werden, wobei mit zunehmender Anzahl von 
Zellen in den raumlich begrenzten Hohlfasern eine weitere 
Vermehrung problematisch wird. 

Eine ahnliche Problematik besteht bei dem gattungsbildenden 
Bioreaktor und dem gattungsbildenden Verfahren gemSB der 
EP 0 121 981 Al. Ein poroser, monolithischer Keramikblock , 
welcher mit einer Vielzahl von feinen, parallel verlauf en- 
den KanSlen durchzogen ist, wird mit Zellen beimpft. Die 
Zellen lagern sich an der porosen Innenseite der KanSle an, 
welche von einer Nahrfliissigkeit durchstrdmt werden. 
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Der Erfindung liegt die A u f g a b e zugrunde, eine 
Vorrichtung und ein Verf ahren zur Kultivierung organischen 
Materials zu schaffen, welche einerseits eine intensive 
Kultivierung eines organischen Materials erlauben und ande- 
rerseits besonders einfach und zuverlSssig handhabbar sind. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemSB durch den Bioreaktor mit 
den Merkmalen des Anspruchs 1 sowie mit dem Verf ahren gemSB 
Anspruch 15 gelOst. 

Bei dem Bioreaktor ist vorgesehen, daS eine StrOmungserzeu- 
gungs-Einrichtung vorhanden ist, durch welche das Nahrmedi- 
um in eine Strttmung versetzbar ist, daB in der StriJmung ei- 
ne Aufnahmeeinrichtung angeordnet ist, welche zum Aufnehmen 
und/oder Hal ten des organischen Materials ausgebildet ist, 
und daB die Aufnahmeeinrichtung zum Durchleiten des strtt- 
menden NShrmediums durchiassig ausgebildet ist. 

Ein Grundgedanke der Erfindung liegt in der konvektiven 
Versorgung des organischen Materials mit Nahrmediura. Diese 
Versorgung kann kontinuierlich oder quasi -kontinuierlich 
erfolgen. Hierdurch kann eine nahezu optimale Bereitstel- 
lung der notwendigen Nahrstoffe fiber die gesamte Zeitspanne 
der Kultivierung gewfihrleistet werden, wobei gleichzeitig 
durch die Strdmung des N&hrmediums fiir das Zellwachstum 
abtr&gliche Stof fwechselprodukte rasch entfernt werden. 
Versuche mit hSmopoetischen Stammzellen haben hervorragen- 
de Wachstiims- und Vitalitatsraten erbracht. 

Der Bioreaktor umf aBt ein geschlossenes Geh&use mit minde- 
stens einem Zu- und Ablauf und mindestens einem Strttmungs- 
kanal, wobei zur Erzeugung der Strdmung ein Gef&lle oder 
gangige Pumpeneinrichtungen, etwa Schlauchpumpen, einge- 
setzt werden kttnnen. 
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Prinzipiell . sind aber auch andere Vbrrichtungen geeignet, 
die das Nahrmedium in StriJmung verse tzen konnen. Die 
Stromungsgeschwindigkeit und der Durchf lufl werden so einge- 
stellt, daB das organische Material in der Aufnahmeeinrich- 
tung weitgehend immobilisiert bleibt. Das Nahrmedium stromt 
guer durch die Aufnahmeeinrichtung von einem Trennwandele- 
ment zum anderen, wobei das organische Material im wesent- 
lichen quer zur Stromung angeordnet ist. 

Mit dem erfindungsgemaBen Bioreaktor wird eine ununterbro- 
chene Versorgung des organischen Materials mit den erfor- 
derlichen Nahrmedien und Stoffen durch Zuleitung wahrend 
des gesamten Kultivierungsprozesses ermoglicht, wodurch 
sich die Handhabung und DurchfUhrung des Kultivierungspro- 
zesses stark vereinfacht. Durch das Wegf alien eines mehrfa- 
chen externen Eingreifens in den Kultivierungsprozess sowie 
der damit verbundenen hoheren Kontaminationsgefahr ist der 
erfindungsgeraafie Reaktor lnsbesondere auch fur den kli- 
nischen Einsatz in groflem Umfang geeignet. 

Die gleichmaSig gute Versorgung des organischen Materials 
mit Nahrstoffen erlaubt eine intensive Kultivierung des Ma- 
terials, wobei Anreicherungswerte der Zellen den Faktor 10 
und grttSer erzielen kfinnen. Zum Vergleich werden bei der 
Kultivierung von Zellen in Kulturbehaltem Oder Petrischalen 
trotz eines wesentlich groBeren Aufwandes typischerweise 
Anreicherungsfaktoren lediglich zwischen 2 und 4 erreicht. 

Ganz allgemein ist der erfihdungsgemaBe Bioreaktor zur Kul- 
tivierung von verschiedenartigstem organischen Material ge- 
eignet. Vorzugsweise handelt es sich hierbei um einfache 
Strukturen, wie Bakterien, Viren, Pilze Oder Korperzellen. 
Hierzu zahlen neben den Stamrazellen unter anderem mikro- 
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und makrovaskulSre Endothelzellen aus Milz, Nebenniere und 
Aorta, unterschiedliche Zelltypen aus der Cornea, Augenlin- 
sen- und Retinazellen, Haut-, Knochen- sowie Knochenmark- 
zellen. Prinzipiell ist aber auch die Kultivierung komple- 
xer Strukturen, etwa von garizen Organen oder Teilen davon 
denkbar . 



Der erfindungsgemafie Bioreaktor zeichnet sich dadurch aus, 
daS die Aufnahmeeinrichtung zumindest zwei Trennwandelemen- 
te aufweist, durch welche ein Aufnahmeraum umschlossen ist, 
daS in dem Aufnahmeraum das organische Material angeordnet 
ist und daS die Trennwandelemente einerseits durchiassig 
fiir das NShrmedium und andererseits im wesentlichen un- 
durchiassig fur das organische Material ausgebildet sind. 
Durch die Undurchlassigkeit der Trennwandelemente fUr das 
organische Material wird zum einen eine definierte Immobi- 
lisierung des organischen Materials in der Aufnahmeein- 
richtung erreicht, Es wird ein Wegspiilen des organischen 
Materials verhindert, da dieses in einem definierten Raum 
in der Strfimung eingeschlossen ist. In diesem definierten 
Raum, der sich vorzugsweise Uber den gesamten StrBmungs- 
guerschnitt erstreckt und relativ schmal ausgebildet ist, 
kann sich das organische Material auch in gewissem Umfang 
•egen, wodurch sich eine gleichmSSig gute Besiedelung mit 
^ergibt. Zum anderen ist aufgrund der Durchiassigkeit 
>wandelemente fiir das NShrmedium weiter eine gute 



M/ersorgung des organischen Materials und damit 
^Kultivierung desselben gewahrleistet. 



X^Verwendung in den Trennwandelementeh 



Men denkbar, die die erforderliche 
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Durchiassigkeit ftir ein zuzufiihrendes Medium aufweisen. Sie 
kttnnen z.B. aus Gewebe, Gewirke oder Filzen oder aus ande- 
ren perraeablen Werkstoffen bestehen. Gewebe haben sich als 
besonders zweckmaBig ftir Bioreaktoren zur Kultivierung von 
Leberzellen erwiesen. Gewebe mit ihren relativ groben Ma- 
schen erzeugen eine hervorragende Dif f usorwirkung bei dem 
strOmenden Nahrmedium. 

Besonders bevorzugt ist jedoch, wenn die Trennwandelemente 
eihe Membran aufweisen. Da sich Membranen mit' unterschied- 
lichen Eigenschaf ten hinsichtlich ihrer Durchiassigkeit so- 
wie ihres selektiven Verhaltens herstellen lassen, kann die 
Versorgung der im Bioreaktor zu kultivierenden Zellen mit 
bestimmten Stof f en durch den Einsatz einer entsprechend ge- 
eigneten Membran gezielt beeinfluBt werden. Daruber hinaus 
ist auch die mechanische Stabilitat der Trennwandelemente 
durch die Wahl von unterschiedlich verstarkten Membranen 
gezielt einstellbar und an die jeweiligen Erf ordernisse des 
organischen Materials, z.B, bei adharenten Zellen, anpaB- 
bar. Zur Verstarkung der Membran kbnnen beispielsweise 
textile Verstarkungen, wie Gewebe oder Gewirke, dienen. 
Es ist ein Einsatz organischer oder anorganischer Membra- 
nen, beispielsweise aus einem Polymer, Metall oder Keramik 
oder einer Kombination aus diesen Materialien m£5glich. 

Ftir eine besonders gute Immobilisierung des organischen Ma- 
terials ist bei dem erf indungsgemaBen Bioreaktor vorgese- 
hen, daB die Aufnahmeeinrichtung ein Tragerelement auf- 
weist, welches zum Anlagem des organischen Materials aus- 
gebildet ist und ftir das Nahrmedium durchiassig ist. Ein 
Anlagem des organischen Materials an das im wesentlichen 
fiachige Tragerelement kann durch eine spezielle Struktur 
des Tragerelementes und/oder durch den StrSmungsdruck er- 
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reicht werden. Das Tragerelement kann alleine Oder bevor- 
zugt in Kombination mit den Trennwandelementen die Aufnah- 
meeinrichtung bilden. Diese Ausfiihrung eignet sich unter 
anderem fiir die Kultivierung von Implantaten, etwa von in 
vitro-geziichteten Hautfiachen, fur welche eine groBfiachige 
Anordnung der immobilisierten Zellen erforderlich ist. 

Hierbei ist es vorteilhaft, wenn das Tragerelement ein tex- 
tiles TrSgermaterial umfaBt. Durch die entsprechende Wahl, 
z.B. von Gewebeart und -material, Filament starke, Maschen- 
weite und Fadenzahl lassen sich in einfacher Weise fiir je- 
den Anwendungsfall ein nahezu ideales Verhaitnis zwischen 
OberflSche und Reaktorvolumen sowie gute Durchf luSeigen- 
schaften fiir die NShrstof fversorgung der Zellen einstellen. 
Dies erlaubt eine gezielte Beeinf lussung und Fdrderung der 
Kultivierung des organischen Materials. 

Als textile TrSgermaterialien eignen sich hierbei techni- 
sche Gewebe, Gewirke und Gelege, bei welchen die Struktur 
aus Monofilamenten oder DrShten exakt definiert wird. Die 
Monofilamente Oder Drahte kdnnen beispielsweise aus Metall, 
Keramik, synthetischen und/bder natUrlichen Materialien, 
wie Zellulose, mit und ohne Oberfiachenbeschichtungen be- 
stehen. In bestimmten Fallen sind auch Multifilament gewebe 
zweckmaBig, bei welchen die die Gewebe struktur definieren- 
den Ffiden ihrerseits aus einer Vielzahl kleinerer Ffiden be- 
stehen. 

Eine gezielte Einlagerung von Zellen in das Tragerelement 
kann durch eine dreidimensionale Struktur erreicht werden. 
Das Tragerelement kann beispielsweise ein porases Kunst- 
stof f- oder Keramikmaterial oder ein sogenanntes dreidimen- 
sionales technisches Gewebe sein. Derartige Gewebe weisen 



zwei oder mehrere ubereinanderliegende und zum Teil verbun- 
dene oder verwobene Gewebematrizen auf , welche einen siche- 
ren Halt fttr eingelagertes Zellmaterial bieten. Weiterhln 
kann eine dreidimensionale Struktur durch Falten, Plissie- 
ren oder Rollen eines etwa zweidimensionalen Elements er- 
folgen. Oberdies kann eine Geruststruktur des Tragerele- 
ments oder ein Aufbau aus Strukturelementen, wie zum Bei- 
spiel RohrkOrper oder Waben, vorgesehen sein. SchlieBlich 
kSnnen auch sogenannte non-woven-Materi alien und Vlies- 
stoffe zur Anwendung kommen. 

Bei der Verwendung von technischen Geweben als Tr&gerele- 
ment ist es von Vorteil, wenn das technische Gewebe ober- 
fiachenbehandelt ist und eine biovertragliche Oberfiache 
mit einer Struktur fur eine Adhasion des organischen Mate- 
rials ausgebildet ist. Auf diese Weise laBt sich die Ober- 
fiache eines stabilen Gewebes, etwa aus Polyester, Poly- 
amid, einem Trif luorethylen/Ethylen-Copolymer, Metall oder 
Keramik, fUr verschiedene Zwecke gezielt funktionalisieren. 
So kann das Zeilwachstum durch die Erzeugung einer hydro- 
philen Gewebeoberf lache oder durch die Erhtthung der Konzen- 
tration an sticks toff halt igen funktionellen Gruppen positiv 
beeinfluBt werden. Andere Substanzen, wie z.B. Immunglobu- 
lin G (IgG), dagegen werden bevorzugt an hydrophoben 
OberflSchen adsorbiert. 

Eine besonders effektive Oberflfichenbehandlung stellen 
hierbei Niedertemperatur-Plasmaverf ahren dar, mit welchen 
beispielsweise Textilmaterialien aus Polymer, Metall oder 
Keramik und Membrane gezielt mit einer inerten Oberfiache 
beschichtet und damit f unktionalisiert werden kttnnen, ohne 
daB das zu behandelnde Gewebe aggressiven LOsungen oder ho- 
hen Temperaturen ausgesetzt werden muB. Auf diese Weise 
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lassen sich unterschiedliche Materialeigenschaften, wie 
z.B. eine hohe mechanische Stabilitat eines Tragergrundma- 
terials systematisch mit gewiinschten Oberf lScheneigenschaf - 
ten, wie z.B. Hydrophilie und ZelladhSsion, kombinieren. 

Es ist vorgesehen, daB der erf indungsgemSBe Bioreaktor als 
eine Flachzelle aufgebaut ist, bei welcher die Aufnahme- 
einrichtung vorzugsweise kreisrund ausgebildet ist. Bei ei- 
nem kreisrund ausgebildeten Hohlraum in der Flachzelle wird 
eine besonders gute StrSmung und damit eine gleichmaBige 
Versorgung der zu kultivierenden Zellen rait NShrmedium 
gewahrleistet. Die Flachzelle kann schichtweise, etwa aus 
verklebten Kunststof felementen aufgebaut sein, wodurch sich 
ein kompakter und zuglelch einfach herzustellender Bioreak- 
tor ergibt. Die einfache Herstellbarkeit erlaubt sogar den 
Einsatz des Bioreaktors als Einmalartikel , was filr medizi- 
nische Anwendungen . vorteilhaf t sein kann. Gleichzeitig ist 
die Flachzelle auch so robust, daB eine Sterilisation durch 
Autoklavieren Oder durch y-Sterilisieren raSglich ist. 
Fur das Beimpfen und Ernten grOBeren organischen Materials, 
etwa von Implantaten, ist der. Bioreaktor montierbar bzw. 
demontierbar . 

Eine alternative Ausftihrungsform der Erfindung besteht 
darin, dass der Bioreaktor als Rohrzelle aufgebaut ist, bei 
- die Trennwandelemente rohrfOrmig ausgebildet sind. Eine 
-rohrartige Anordnung der Trennwandelemente ftthrt 




bnders kompakten Ausgestaltung. 
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den beiden rohrformigen Trennwandelementen angeordnet sein 
kann, stellt sich eine Strttmung des Nahrmediums radial von 
auBen nach innen oder radial von innen nach auBen ein. Eine 
zuveriassige Positionierung der einzelnen Elemente zueinan- 
der ist durch radial verlaufende Stege oder StutzkOrpers 
gewahrleistet, die an dem umgebenden GehSuse befestigt 
sind. Ein besonders gleichmSBiger Zu- und Abfluss des NShr- 
mediums wird dadurch erzielt, dass innerhalb des SuBeren 
rohrfOrmigen Trennwandelementes mehrere innere, rohrfOrmige 
Trennwandelemente angeordnet sind, die zueinander achspa- 
rallel verlaufen. 

Bei einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung ist es vor- 
teilhaft, wenn mehrere Flachzellen oder Rohrzellen als Mo- 
dule in einer Strbmungsrichtung parallel und/oder seriell 
angeordnet sind. Hierbei kann das aus einer ersten Flach- 
zelle ausstrGmende Medium unmittelbar weiteren Flachzellen 
zugeflihrt werden, so daB eine besonders effektive Nutzung 
des N&hrmediums sowie eine eventuelle Verwertung von Stoff- 
wechselprodukten einer vorausgehenden Zelle mOglich ist. 
ZweckmSBig ist in der Regel jedoch eine parallele Anord- 
nung, um eventuelle Vergiftungen durch Stof fwechselprodukte 
auszuschlieBen. 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form des Bioreaktors ist 
eine Steuereinrichtung vorgesehen, durch welche die Str6- 
mungserzeugungs-Einrichtung, eine Temperatureinstell- 
einheit, eine Begasungseinheit, und/oder weitere Versor- 
gungseinheiten steuerbar und/oder regelbar sind. Hier- 
durch laflt sich der KultivierungsprozeB des organischen 
Materials tiber verschiedene Parameter , wie DurchfluBge- 
schwindigkeit, Durchf luBmenge, Temperatur und Druck des 
Nahrmediums sowie die Zu- und Abfiihrung weiterer Medien und 
Stoffe gezielt beeinf lussen. 
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Insbesondere ist durch eine Steuerung bzw. Regelung der un- 
terschledlichen Einheiten von der Steuereinrichtung durch 
eine zentrale Vorgabe bestimmter Steuer- bzw. Regelprogram- 
me mfiglich, die, je nach Anforderung, auf einzelne organi- 
sche Matefialien oder Kultivierungsprozesse abgestimmt 
sind. Auf diese Weise wird eine bedarf sgerechte Einstel- 
lung und Steuerung unterschiedlicher ProzeBparameter er- 
mfiglicht. 

Hierbei ist es besonders vorteilhaft, wenn in einer Str6- 
mungsrichtung nach der Aufnahmeeinrichtung eine Sensorein- 
richtung angeordnet ist, durch welche physikalische und che- 
mische Zustandswerte des NShrmediums erxnittelbar sind und 
die Sensoreinrichtung mit der Steuereinrichtung verbunden 
ist. Durch die Sensoreinrichtung . kdnnen z.B. die Konzentra- 
tion der NShrstoffe oder Stof fwechselprodukte in dem NShr- 
medium bestimmt werden. Durch die Kopplung der Sensorein- 
richtung mit der Steuereinrichtung kann schlieBlich eine 
gegebenenfalls erf orderliche Anderung der chemischen und 
physikalischen Zustandswerte des Nahrmediums vorgenommen 
werden. Diese Anderung kann aufgrund der beschriebenen 
Kopplung nahezu in "Echtzeit" erfolgen, d.h. in unmittel- 
barer Folge auf die Ermittlung der entsprechenden Zustands- 
werte. 

SchlieBlich ist der Bioreaktor in einer bevorzugten Aus- 
gestaltung dadurch gekennzeichnet, daB ein geschlossenes 
GehSuse vorgesehen ist/ in welchem die Aufnahmeeinrichtung 
angeordnet ist und zumindest ein ZufluB und ein AbfluB fttr 
das Nahrmedium sowie ein Zugang zum Einbringen und AbfUhren 
des organischen Materials vorgesehen sind. Durch das ge- 
schlossene GehSuse ist gewahrleistet, daB das Innere, ins- 
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besondere die Aufnahmeeinrichtung des Bioreaktors, nach 
dessen Herstellung und Sterilisierung auch nach Lagerung 
und Transport noch steril bleibt. Dariiber hinaus wird eine 
kontaminationsfreie Kultivierung des organischen Materials 
ermoglicht, da die einzelnen Behandlungsschritte, z.B. das 
Einbringen und Abftihren des organischen Materials sowie das 
Zu- und Abftthren des Nahrmediums Oder anderer Substanzen, 
bei geschlossenem GehSuse vorgenommen werden konnen und so 
die Gef ahr einer Kontamination- des organischen Materials 
stark vermindert werden kann. Durch den einfachen Aufbau 
des Bioreaktors ist dieser kostengiinstig herstellbar und 
fur einen Einsatz als Einmal-Artikel im klinischen Bereich 
besonders geeignet. 

Ein Aspekt des erfindungsgemSBen Verfahrens gemSB Anspruch 
15 liegt darin, das in Stromung versetzte Nahrmedium durch 
die das organische Material haltende Aufnahmeeinrichtung 
hindurchzuleiten. Dadurch ist eine einfach handhabbare und 
zuverlassige Kultivierung des organischen Materials mog- 
lich. Insbesondere ist durch das Durchleiten des Nahrme- 
diums durch die Aufnahmeeinrichtung hindurch eine gute Ver- 
sorgung des daran bzw. darin gehaltenen organischen Materi- 
als mit Nahrstoffen gewahrleistet, da ein bestandiges Um- 
sptilen oder gegebenenfalls Durchsetzen mit Nahrlosung er- 
zielt wird. Die Stromung kann gleichbleibend oder gepulst 
sein. 

Urn die Kontaminationsgef ahr fur das.zu kultivierende orga- 
nische Material besonders gering zu halten, ist es vorteil- 
haft, wenn vor einem Beimpfen oder Einbringen des organi- 
schen Materials in die Aufnahmeeinrichtung diese sterili- 
siert wird. Die Sterilisation der Aufnahmeeinrichtung kann 
hierbei z.B. herstellerseitig unmittelbar nach der Herstel- 



WO 01/04262 



- 13 - 



PCT/EP00/06355 



lung des Bioreaktors vorgenommen werden. Durch geeignete 
Maflnahmen zum Verschlieflen des , Bioreaktors kann die Steri- 
litat der Aufnahmeeinrichtung dann bis zum Zeitpunkt des 
Einsatzes bewahrt werden. Es ist aber auch mttglich, die 
Sterilisation der Aufnahmeeinrichtung erst unmittelbar vor 
dessen Einsatz vorzunehmen. Prinzipiell kiinnen aber zur Si- 
cherung einer besonders hohen Kontaminationsf reiheit beide 
MaBnahmen kombiniert werden. AuBerdem ist auch eine Steri- 
lisation des gesamten Bioreaktors denkbar, wenn beispiels- 
weise besonders hohe Anforderung an die Sicherung der Keim- 
f reiheit gestellt werden. 

Zur weiteren Vereinfachung des Kultivierungsprozesses ist 
vorgesehen, daB vor dem Abftlhren des kultivierten organi- 
schen Materials ein Medium, insbesondere eine physiologische 
LOsung mit einem Enzym, etwa eine TrypsinlOsung zum LOsen 
und Aussptilen des angel agerten organi schen Materials einge- 
bracht wird. Hierdurch eriibrigt sich ein Eingreifen in den 
geschlossenen Bioreaktor, wie es beispielsweise bei einem 
mechanischen AblOsen des angelagerten organischen Materials 
mit geeigneten Instrumenten erforderlich ist. Neben dieser 
Vereinfachung der Handhabung ISBt sich durch dieses nicht- 
invasive AblOsen des Materials die Gef ahr sowohl einer Kon- 
tamination als auch einer mechanischen Besch&digung des Ge- 
webes stark vermindern. Die SpullSsung kann dabei durch 
denselben Zugang erfolgen, wie die Beimpfung mit organi- 
schem Material. Beim Beimpfen und Ausspulen, auch Emten 
genannt, wird zweckmSBigerweise die NahrmediumstrOmung un- 
terbrochen . 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung des Verfahrens sieht vor, 
daB die StrOmungsrichtung des durch die Aufnahmeeinrich- 
tung geleiteten NShrmediums wShrend der Kultivierung des 
organischen Materials geandert wird. Hierdurch kann ins- 
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besondere bei organischem Material mit groBer lateraler 
Ausdehnung und Dicke eine gute Versorgung der Zellen er 
reicht werden. Gegebenenfalls auftretende Nahrstoffgra- 
dienten im Material konnen auf diese Weise deutlich re- 
duziert werden. 



Um eine an den jeweiligen zeitlichen Verlauf des Kulti- 
vierungsprozesses angepaBte Versorgung des organischen Ma- 
terials rait Nahrstoffen zu gewahrleisten und damit eine 
intensive Kultivierung desselben zu erzielen, ist bei dem 
erfindungsgemaBen Verfahren vorgesehen, dafl stoffliche Zu- 
sammensetzung, stochiometrische Zusammensetzung, Zustand 
Oder Durchflufigeschwindigkeit des Nahrmediums wahrend der 
Kultivierung geandert werden. 

Hierbei ist auBerdem von Vorteil, wenn wahrend des Durch- 
leitens des Nahrmediums durch die Aufnahmeeinrichtung che- 
mische Und/oder physikalische Zustandswerte des Nahrme- 
diums gemessen werden, daB die gemessenen Zustandswerte 
ausgewertet werden und die chemischen und/oder physikali- 
schen Zustandswerte des Nahrmediums in Abhangigkeit von 
den gemessenen Zustandswerten geandert werden. Auf diese 
Weise lassen sich besonders gut chemische und/oder physika- 
lische Parameter des Nahrmediums Oder zusatzlicher NShr- 
stof fe an den sich andernden Bedarf der Zellen im Verlauf 
des Kultivierungsprozesses anpassen. Es lassen sich auch 
insbesondere Stof fwechselprodukte des organischen Materials 
iiber einen Lactat- oder CC^-Wert im Nahrmedium fest- 
stellen und zur Steuerung, Oberwachung und Dokumentation 
des Kultivierungsprozesses sehr gut einsetzen. Es kann so 
etwa der beste Zeitpunkt zum Emten ermittelt werden, bei- 
spielsweise unmittelbar vor einer unerwunschten Differen- 
zierung bei der Kultivierung von Stammzellen. 
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Im folgenden wird die Erfindung anhand von Zeichnungen be- 
vorzugter Ausf tihrungsbeispiele nSher beschrieben. Es zeigen 
in einer stark schematisierten Darstellung 

Fig. 1 einen Querschnitt einer bevorzugten Ausfuh- 

rungsform des erf indungsgemaBen Bioreaktors 
als Flachzelle; 

Fig. 2 eine Ansicht auf eine Zusammenstellung ein- 

zelner Komponenten eines erf indungsgemaBen 
Bioreaktors; 

Fig. 3 einen zusammengebauten Bioreaktor als Flach- 

zelle; 

Fig. 4 ein Diagramm einer Anlage mit einem Bioreak- 

tor; 

Fig. 5 eine schematische Ansicht einer weiteren be- 

vorzugten Ausf ilhrungs form des erf indungsgemas- 
sen Bioreaktors als Rohrzeile; 

Fig- 6 eine schematische Querschnittsansicht des Bio- 

reaktors von Fig. 5; 

Fig. 7 eine Querschnittsansicht einer weiteren Aus- 

fuhrungsform des erf indungsgemaBen Bioreak- 
tors ; 

Fig. 8 eine schematische Querschnittsansicht einer 

Ausftthrungsform des erf indungsgemaBen Bioreak- 
tors mit StUtzgertlst; 
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Fig. 9 ein Langsschnitt durch den Bioreaktor von Fig. 

8 ; und 

Fig. 10 

bis 14 weitere Querschnittsansichten alternativer 

Ausfiihrungsformen des erf indungsgemaBen Bio- 
reaktor s . 

Der in Fig. 1 dargestellte Querschnitt einer bevorzugten 
Ausfvihrungsform eines erfindungsgemaBen Bioreaktors 10 zur 
Kultivierung von Stammzellen weist ein Tragerelement 12 , 
davon beabstandete, jeweils zweiteilige Trennwandelemente 
11 sowie eine beidseitige Abdeckung 14 auf . Durch die zwi- 
schen den einzelnen Elementen vorgesehenen Abstandhalter 
16, welche separate Ringelemente Oder Teil des Gehauses 
sein kfinnen, ist eine Einstellung eines gewunschten Abstan- 
des zwischen dem Tragerelement 12 und dem Trennwandelement 
11 bzw. zwischen dem Trennwandelement 11 und der Abdeckung 
14 raOglich. 

Die Abdeckungen 14 und die Abstandhalter 16 sind aus Poly- 
carbonat hergestellt. Das Tragerelement 12 ist als tech- 
nisches Gewebe ausgebildet. Als Fasermaterial wird vorzugs- 
weise ein Monofilament aus Polyamld 6.6 (PA 6.6) oder Poly- 
ethylenterephtalat (PET) eingesetzt. Die Maschenweite des 
Gewebes betrSgt durchschnittlich 20 |m und eine Dicke von 
etwa 55 bis 60 \xm auf. Das Gewicht des Gewebes liegt bei 
etwa 35 bis 40 g/m . 

Eine Auf nahmeeinrichtung fur das organische Material ist 
durch das Tragerelement 12 und die Trennwandelemente 11 
gebildet, welche einen Aufnahmeraum 13 der Auf nahmeeinrich- 
tung seitlich begrenzen. In dem gezeigten Beispiel weisen 
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die Trennwandelemente 12 jeweils eine Membran auf , welche 
auf einem darunterliegenden Stiitzgewebe aufgebracht ist. 
Das Membranmaterial umfaflt Polyamid 66 (PA 66). Als Sttitz- 
gewebe dienen beispielsweise Monofi lament gewebe aus Polye- 
thylenterephtalat (PET) mit einer Maschenweite von etwa 265 
Mm, einer Dicke von etwa 200 Jim sowie einem Gewicht 
von typischerweise 85 g/m . Typische Membrandicken lie- 
gen zwischen 0,45 \xm und 0,8 ^m. Die Abstandhalter 16 
weisen zur Beabstandung der einzelnen Elemente des Bioreak- 
tors eine Hdhe von etwa 3 mm auf. 

Fig. 2 zeigt eine Ansicht auf eine Zusammenstellung einzel- 
ner Komponenten des erf indungsgemaSen Bioreaktors 10. Zwi- 
schen den beiden Abdeckungen 14 befinden sich mehrere ring- 
fttrmige Tragerplatten 24, an welchen das Tragerelement 12 
bzw. die Trennwandelemente 11 angebracht sind, welche aus 
einer Membran 11a und einem Stiitzgewebe lib bestehen. Die 
kreisrunden Formen der verwendeten Gewebe bzw. Membranen 
sind paBgenau ausgeschnitten, beispielsweise mittels eines 
Lasers, wobei das als technische Gewebe ausgebildete Tra- 
gerelement 12 und die Trennwandelemente 11 auf den TrSger- 
platten 24 mittels unter UV-Licht aush&rtbarem Klebstof f 
befestigt Oder angeschweiBt sind. 

Die ringfermigen Tragerplatten 24 bilden mit den Abdeckun- 
gen 14 ein GehSuse mit Hohlraum, in welchen Leitungen zum 
Zu- und/oder AbfQhren von Fluiden iritinden. Bei dem vorliegen- 
den Ausftihrungsbeispiel erfolgt die Zuftthrung des Nahrmedi- 
ums in den Bioreaktor 10 ttber die Zuf tihrleitung 19, wShrend 
zum Abftihren des Nahrmediums die Abf uhrleitung 22 vorgese- 
hen ist. Das Beimpfen des organischen Materials sowie das 
Zuftthren eines enzymhaltigen Mediums zum LSsen des angela- 
gerten organischen Materials erfolgt iiber zwei Leitungen 
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21 , die in die Aufnahmeeinrichtung des Bioreaktors 10 
mUnden. Zur Entltlftung des Bioreaktors 10 ist an der 
Tragerplatte 24 mit der Zufuhrleitung 19 eine EntlUf tungs- 
leitung 20 angeordnet. 

Wie dieses Ausf tihrungsbeispiel zeigt, ubernehmen hier die 
im wesentlichen gleich aufgebauten Tragerplatten 24 die 
Funktion der in Fig. 1 dargestellten Abstandhalter 16, 
Durch Variation der Dicke der einzelnen Tragerplatten bzw. 
der Abstandshalter 16 kann der Abstand der einzelnen Be- 
standteile des Bioreaktors 10 an die fur die Kultivierung 
bestimmter organischer Materialien erf order lichen Bedingun- 
gen hervorragend angepaBt werden. Eine wesentliche Rolle 
spielt hierbei das Verhfiltnis der Reaktoroberf lache zum Re- 
aktorvolumen, welches durch die Wahl der entsprechenden Ge- 
webe einstellbar ist. Im iibrigen laBt sich der Abstand zwi- 
schen den einzelnen Bestandteilen auch beispielsweise durch 
das Einlegen unterschiedlicher Dichtungen Oder Zwischen- 
platten leicht verSndem, wobei durch 16sbare Befestigungs- 
mittel auch eine Demontage mOglich ist. 

An die Abdeckungen 14 kSnnen sich auSerdem Temper ierkammern 
(nicht dargestellt) anschlieBen, welche zur Aufrechterhal- 
tung einer gleichmaBigen ProzeStemperatur bei der Kultivie- 
rung des organischen Materials dienen. Typischerweise ver- 
fiigen solche Temperierkammern (iber eine elektrische Heizung 
und/oder KUhlung oder sind tlber Zu- und Ableitungen an einem 
warme- oder Ktihlbad angeschlossen. Prinzipiell ist aber 
auch die Lagerung des Bioreaktors in einem temperierten 
WSrmeschrank mOglich. 

Der in Fig. 2 mit seinen einzelnen Bestandteilen beschrie- 
bene Bioreaktor 10 ist in der Fig. 3 als zusammengesetzte, 
fertige Flachzelle mit Zuftthr- und Abf uhrleitungen darge- 
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stellt • Der erf indungsgemaBe Bioreaktor 10 besitzt ein kom- 
paktes Format, welches des sen Handhabung im Laborbereich 
ebenso wie im klinischen Bereich besonders erleichtert. 

Im Zusammenhang mit dem Schaubild gemaS Fig. 4 werden kurz 
die wichtigsten Schritte beim Betrieb des Bioreaktors 10 
eriautert, welcher zur Kultivierung von peripheren, hamato- 
poetischen Stammzellen eingesetzt wird. Diese Stammzellen 
werden zur Blutstammzellentransplantation nach einer Hoch- 
dosischemotherapie bendtigt. 

Zum Beimpfen des Bioreaktors 10 wird dieser zunSchst uber 
eine Zuftthrleitung 19 aus einem Behaiter 30 mit NShrmedium 
gefUllt, welches in radialer Richtung in den Reaktorhohl- 
raum einstrOmt. Die entsprechende Zuf tihrleitung 19 wird zu- 
nachst Ober ein Sperrventil 31 geschlossen, wShrend eine 
AbfUhrleitung 22 of fen bleibt. Die fiir die Beimpfung vorge- 
sehenen Zuftihrleitungen 21 werden uber ihre Zuleitungs- 
Sperrventile 32 geSffnet und die Stammzellen, welche einem 
Patienten vor der Strahlen- oder Chemotherapie entnommen 
wurden, kOnnen durch diese beispielsweise mit einer Spritze 
in das Reaktormodul 10 eingespult werden. Nach diesem Vor- 
gang werden die fur die Beimpfung vorgesehenen Zufuhrlei- 
tungen 21 sowie die AbfUhrleitung 22 geschlossen. Die 
Stammzellen befinden sich in der Aufnahmeeinrichtung und 
kOnnen diese besiedeln. 

Nach einer gewissen Zeit, welche fUr eine gleichmSSige Ver- 
teilung und Besiedelung der Stammzellen vorteilhaft ist, 
werden zum Fflrdern des Zellwachstums die Zuftlhrleitung 19 
sowie eine Abf tihrleitung 22 geOffnet. Durch die ZufUhrlei- 
tung 19 wird dann temperierte NahrlSsung zugefuhrt. Im.Ver- 
lauf des Kultivierungsprozesses kann die Menge der pro 
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Zeiteinheit zugeftihrten Nahrlosung allmahlich erhttht wer- 
den, da mit zunehmender Dauer des Kultivierungsprozesses 
mehr Zellen vorhanden sind und somit der Nahrstof fbedarf 
anwSchst . 

Die Zu- und Ableitung des NShrmediums erfolgt so, daB der 
im Querschnitt kreisfGrraige Hohlraum des Bioreaktors 10 und 
darait die Aufnahmeeinrichtung mdJglichst gleichmaBig durch- 
strOmt wird. Hierdurch wird tiber die gesamte Fiache des 
ZelltrSgers ein gleicher und gleichbleibender Nahrstof fgra- 
dient sichergestellt . Gleichzeitig werden schadliche Stoff- 
wechseiprodukte durch die Nahrstof f strcJmung schnell und zu- 
veriassig aus dem Bioreaktor 10 abgefuhrt. 

Nach Austritt des Nahrmediums iiber die Abf iihrleitung 22 
durchiauft das Nahrmedium eine erste MeBeinrichtung 33, rait 
welcher der Gehalt an Nahrstoffen und Schadstoffen sowie 
weitere physikalische und chemische Zustandswerte erfaBt 
werden • Die ermittelten Werte dienen zur Steuerung und 
ttberwachung des Kultivierungsprozesses mittels einer ent- 
sprechenden Steuereinrichtung . Diese kann weiter mit einer 
zweiten MeBeinrichtung 34 in der Zuf iihrleitung 19 verbunden 
sein. Das Nahrmedium kann nach einer durchgefiihrten Reini- 
gung und Wiederauf bereitung in einer Aufbereitungseinheit 
35 im Kreislauf in den Behaiter 30 rtickgeftthrt werden, wo- 
bei eine Pumpe 36 als Str6mungserzeugungseinrichtung vorge- 
sehen ist. 

Zur Entnahme kultivierter Zellen werden schlieBlich tiber 
die Leitung 21 Enzyme zugefiihrt, welche eine AblOsung der 
Stammzellen vom Tragerelement 12 bewirken. Die Abf iihrlei- 
tung 22 wird dabei iiber ein Sperrventil 37 geschlossen und 
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eine physiologische LQsung wird zugeftihrt. Die Stairanzellen 
kannen nun mittels einer Spritze durch die fttr die Be- 
impfung vorgesehene Leitung 21 abgesaugt werden. Die hier- 
durch gewonnenen Stammzellen kdnnen nun gewaschen und gege- 
benenfalls weiteren Behandlungsschritten unterzogen werden, 
bevor sie einer weiteren Verwendung, z.B. als Blutersatz- 
stoff Oder Implantat, zugeftihrt werden. Zur Entlttftung ist 
an dem Modulgehause des Bioreaktors 10 ein Entltif tungsven- 
til 38 angeordnet. 

In Fig. 5 ist ein weiterer erfindungsgem&Ber Bioreaktor 10a 
mit einer rohrfOrmigen Struktur als Rohrzelle 7 perspek- 
tivisch dargestellt. Der Bioreaktor 10a hat eine zylindri- 
sche AuBenwand 8a, innerhalb welcher konzentrisch angeord- 
nete Trennwandelemente 11 oder Rohre positioniert sind. 
Zwischen den beiden Trennwandelementen 11a ist koaxial ein 
rohrfttrmiges TrSgerelement 12a angeordnet. Bei diesem er- 
findungsgeraaBen Bioreaktor 10a kann die NShrf ltissigkeit 
axial entlang des Rohres flieBen, wobei aufgrund eines 
Druckunterschiedes dabei NShrflussigkeit radial von auBen 
nach innen bzw. von innen nach auBen und somit quer durch 
die Trennwandelemente 11a und das Trfigerelement 12a strOmen 
kann. 

In Fig. 6 ist die koaxiale Anordnung der einzelnen rohrftir- 
migen Elemente des Bioreaktors 10a noch deutlicher darge- 
stellt, wobei zusatzlich eine Offnung 17a in der AuBenwand 
8a ausgebildet ist. Diese Offnung 17a kann zur Zu- oder 
Abftihrung oder zum Einbringen einer Messsonde genutzt wer- 
den. Ebenfalls kann sie zur Beimpfung der Kultur dienen. 

Ein anderer erf indungsgemSBer Bioreaktor 10b ist aus Fig. 7 
ersichtlich, wobei in einer rohrf6rmigen AuBenwand 8b zwei 
Rohrzellen vorgesehen sind. Eine einzelne Rohrzelle umfasst 
dabei zwei koaxial zueinander angeordnete rohrfGrmige 
Trennwandelemente 10b, zwischen denen mittig ein rohrfOrmi- 
ges Tragerelement 12b eingebracht ist. 
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Aus den Fig. 8 und 9 ist ein weiterer erf indungsgemSBer 
Bioreaktor 10c zu entnehmen. Innerhalb einer zylindrischen 
AuBenwand 8c ist wie bei den vorbeschriebenen Ausftthrungs- 
formen koaxial zueinander ein Trennwandelement 11c, ein 
Tragerelement 12c sowie ein innenliegendes Trennwandele- 
ment 11c vorgesehen. Zur Formstabilisierung ist das auBere 
Trennwandelement 11c an einem ringf cirmigen SttitzkOrper 15c 
angebracht, wobei mehrere ringf iJrmige SttltzkCrper axial 
Uber eingebettete Distanzhalter 19c miteinander verbunden 
sind. An der radialen Innenseite des ringf Ormigen Sttttz- 
kOrpers 15c ragen in einem Winkelabstand von 90° zuein- 
ander Radial stege 23 nach innen, welche an dem rohrfOrmigen 
Tragerelement 12c enden. Innerhalb des rohrfOrmigen Trager- 
elementes 12c ist wiederum ein kreuzfOrmiges Stiitzelement 
21c mit einer Mittenfif fnung vorgesehen, in welchem koaxial 
das Innere zylindrische Trennwandelement 11c angeordnet 
ist. 

Ein mit dem vorbeschriebenen Bioreaktor 10c vergleichbarer 
Bioreaktor lOd ist in Fig. 10 gezeigt. Allerdings sind bei 
dem Bioreaktor lOd insgesamt drei innere Trennwandelemente 
lid vorgesehen, welche in einem Winkelabstand von 120° 
zueinander innerhalb des zylindrischen TrSgerelementes 12d 
angeordnet sind. 

Bei dem rohrartig aufgebauten Bioreaktor lie gemaB Fig. 11 
ist das Tragerelement 12e plissiert, d.h. wellenfttrmig zwi- 
schen den beiden koaxial zueinander angeordneten Trennwand- 
elemente lie ausgebildet. Hierdurch wird eine besonders 
groBe Oberfiache des Tragerelementes 12e erreicht. 

Bei einem anderen Bioreaktor lOf gemaB Fig. 12, welcher 
ahnlich dem Bioreaktor 10c gemaB Fig. 8 und 9 ausgebildet 
ist, ist das Tragerelement 12f netz- oder gertistartig zwi- 
schen den zwei Trennwandelementen llf angeordnet, welche 
durch einen Stiitzk6rper 15f gehalten werden. 
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Ein vergleichbar zu dem Bioreaktor lOd von Fig. 10 ausge- 
bildeter anderer Bioreaktor lOg geht aus Fig. 13 hervor. 
Hier ist ebenfalls das TrSgerelement lOg netz- Oder ge- 
rttstartig in dem Raum zwischen den zwei Trennwandelementen 
lOg angeordnet. 

Ein weiterer erf indungsgemSBer Bioreaktor lOh ist in Fig. 
14 dargestellt. Eine zylindrische AuBenwand 8h umfasst ein 
Stiitzgertist bestehend aus einem ringformigen Sttttzkdrper 
15h und einem darin iiber vier Radialstege 23h gehaltenen, 
etwa kleeblattfttrmigen inneren StutzkGrper 21h. An der 
AuBenseite des ringformigen Stutzkorpers 15h ist das SuBere 
Trennwandelement llh angebracht, wahrend in dem inneren 
StiltzkOrper 21h insgesamt neun rohrfSrmige Trennwandelemen- 
te llh angeordnet sind. Zur VergrOBerung der OberflSche des 
Tragerelementes 12h ist dieses plissiert, d.h. mit einer 
gewissen Wellenform ausgebildet. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Bloreaktor zur Kultivierung organischen Materials, 

mit einer Aufnahmeeinrichtung zum Aufnehmen und/oder 
Hal ten des organischen Materials, wobei die Aufnah- 
meeinrichtung zum Durchleiten eines Nahnnediums durch- 
lassig ausgebildet ist, und mit 

einer Stramungserzeugungs-Einrichtung, durch welche 
das Nahrmedium in eine Stromung durch die Aufnahme- 
einrichtung versetzbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB die Aufnahmeeinrichtung zumindest zwei Trenn- 
wandelemente (11) aufweist, durch welche ein Auf- 
nahmeraum (13) zum Aufnehmen des organischen Mate- 
rials umschlossen ist, und 

- daB die Trennwandelemente (11) einerseits durch- 
lassig fur das Nahrmedium und andererseits im we- 
sentlichen undurchlassig far das organische Mate- 
rial ausgebildet sind. 

1. Bioreaktor nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Trennwandelemente (11) eine Membran aufweisen. 

Bioreaktor nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Trennwandelemente (11) ein Gewebe aufweisen. 
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4. Bioreaktor nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB die Aufnahmeeinrichtung ein TrSgerelement (12) 
aufweist, welches zum Anlagem des organischen Mate- 
rials ausgebildet 1st, und 

- daB das Tragerelement (12) fur das Nahrmedium durch- 
lassig ist. 

5. Bioreaktor nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das TrSgerelement (12) eine dreidiraensionale 
Struktur aufweist, insbesondere als dreidimensionales 
Gewebe Oder als ein poroses Material ausgebildet ist. 

6. Bioreaktor nach Anspruch 4 Oder 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Trfigerelement (12) ein textiles Tragermaterial 
umfaBt. 

7. Bioreaktor nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB das textile Tragermaterial oberfiachenbehandelt 
ist und 

- daB eine biovertragliche Oberfiache mit einer Struk- 
tur fUr eine Adhasion des organischen Materials aus- 
gebildet ist. 

8. Bioreaktor nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB dieser als eine Flachzelle (9) aufgebaut ist, bei 
welcher die Aufnahmeeinrichtung vorzugsweise kreis- 
rund ausgebildet ist* 
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9. Bioreaktor nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi dieser als Rohrzelle (7) aufgebaut 1st, bei der die 
Trennwandeleraente (11) rohrfttrraig ausgebildet sind. 

10. Bioreaktor nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die rohrffirmigen Trennwandelemente (11) achsparal- 
lel, vorzugsweise koaxial zueinander angeordnet sind. 

11. Bioreaktor nach einem der Ansprtiche 8 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mehrere Flachzellen (9) oder Rohrzellen (7) als 
Module in einer StrOmungsrichtung parallel und/oder 
seriell angeordnet sind. 

12. Bioreaktor nach einem der Ansprtiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Steuereinrichtung vorgesehen 1st, durch 
welche die StrOmungserzeugungs-Einrichtung, eine 
Temperatureinstelleinheit, eine Begasungseinheit, 
eine Entgasungseinheit und/oder weitere Versorgungs- 
einheiten steuerbar und/oder regelbar sind. 

13. Bioreaktor nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB in einer StrOmungsrichtung nach dem Aufnahme- 
raum (13) eine Sensoreinrichtung angeordnet ist, 
durch welche physikalische und chemische Zustands- 
werte des NShrmediums ermittelbar sind und 

- daB die Sensoreinrichtung mit der Steuereinrich- 
tung verbunden ist. 
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14. Bioreaktor nach einem der Ansprtlche 1 bis 13 , 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB ein geschlossenes, insbesondere demontierbares 
GehSuse vorgesehen ist, in welchem die Aufnahme- 
einrichtung angeordnet ist, und 

- daB zumindest ein ZufluB und ein Abf luB fiir das 
Nahrmediura sowie ein Zugang zum Einbringen und Ab- 
fUhren des organischen Materials vorgesehen sind. 

15. Verfahren zur Kultivierung organischen Materials , 
bei dem 

- ein NShrmedium zumindest zeitweise in eine Strtt- 
mung versetzt wird, 

- das organische Material in oder an einer Aufnahme- 
einrichtung gehalten wird und 

- das Nahrmedium durch die Aufnahmeeinrichtung hin- 
durchgeleitet wird, 

dadurch gekennzeichnet, 

- daB das organische Material in einem Aufnahmeraum 
(13) angeordnet wird, welcher von zwei fiir das NShr- 
medium durchlSssigen, jedoch fur das organische Ma- 
terial weitgehend undurchlfissigen Trennwandelemen- 
ten (11) umschlossen ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB vor einem Beimpfen oder einem Einbringen des or- 
ganischen Materials in die Aufnahmeeinrichtung diese 
sterilisiert wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB vor einem Abftihren des kultivierten organischen 
Materials aus der Aufnahmeeinrichtung ein Medium, ins- 
besondere ein Enzym, zum Ltisen von angel agert era orga- 
nischen Material eingebracht wird. 
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18. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 17 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Strfimungsrichtung des durch die Aufnahraeein- 
richtung geleiteten NShrmediums wShrend der Kultivie- 
rung des organischen Materials geSndert wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18 / 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein chemischer und/oder physikalischer Zustand des 
NShrmediums, insbesondere eine stoffliche Zusammenset- 
zung, eine stiichiometrische Zusammensetzung, Tempera- 
tur, Druck Oder Durchf luBgeschwindigkeit, im zeitli- 
chen Verlauf der Kultivierung gezielt verSndert wer- 
den. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB zumindest nach dem Durchleiten des Nahrmediums 
durch die Aufnahmeeinrichtung chemische und/oder 
physikalische Zustandswerte des NShrmediums ge- 
messen werden, 

- daB die gemessenen Zustandswerte in einer Steuer- 
einrichtuhg erfaBt und ausgewertet werden, und 

- daB die gemessenen Zustandswerte zur Steuerung 
und/oder Regelung des Verlaufes der Kultivierung 
des organischen Materials eingesetzt werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB das NShrmedium durch mehrere Aufnahmeeinrich- 
tungen geleitet wird, welche parallel und/oder se- 
riell zueinander angeordnet sind. 
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VERTRAG Ujte DIE INTERNATIONALE ZUSAI 
A^bEM GEBIET DES PATENTWES 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



NARBEIT 



Aktenzeichen des Anm elders Oder Anwalts 

S 746 


WEITERES siehe Mitt ^ilung uber die UbermittJung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/06355 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

05/07/2000 


(Fruhestes) PrioritStsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

12/07/1999 


Anmelder 
SEFAR AG 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 Blatter. 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundtage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I _J in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, dafS das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den Often barungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daG die in computeriesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|T] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

ryi wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. ? 



fX] wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Interitt^naSes Aktenzeichen 



00/06355 



A. KLA SSI F12IE RUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12M3/06 



Nach der Internal ionaten PalentWassifikation (IPK) Oder nach der nalionaten Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprutstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12M B01D 



Recherchierte aber nichi zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiele fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 909 811 A (BRAUN CAREX SPA) 
21. April 1999 (1999-04-21) 
Anspruche; Abbildungen 

EP 0 113 328 A (MONSANTO CO) 
11. Juli 1984 (1984-07-11) 

Seite 12, Zeile 18 -Seite 14, Zeile 12; 
Anspruche; Abbildungen 1,2 

US 4 833 083 A (SAXENA VINIT) 
23. Mai 1989 (1989-05-23) 



Anspruche; Abbildungen 



1-7,9, 

10,12-16 

11,21 

1-5,9, 
10,12, 
14-16 
11,21 



1-5, 

9-12, 

14-16, 

19-21 

11,21 



-/— 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A' Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E" a (teres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 

•|_* Veroffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Veroffentlichung. die sich auf eine mQndliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
a P" Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist 



' Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

• Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht ats neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

" Veroffentlichung, die Mrtglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



2. Marz 2001 



Absendedaium des intemationaJen Recherchenberichts 



08/03/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevoUmachtigter Bediensleter 



Coucke, A 
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C(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Intem^pnales Aktenzeichen 

P^Pp 00/06355 



Kalegorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweil erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



US 5 605 835 A (CERRA FRANK B ET AL) 
25. Februar 1997 (1997-02-25) 

Ansprtiche 1-3,18,28; Abbildungen 1-12 



1-5, 

8-16, 

19-21 
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naJ Application No 
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Publication 


Patent family 




Pi i hi ip At in n 


cited in search report 




date 


member(s) 




date 


EP 0909811 


A 
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IT 


M0970182 
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16-04-1999 


EP 0113328 
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11-07-1984 


US 


4537860 
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27-08-1985 








CA 


1210352 
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26-08-1986 








DE 


3377800 
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29-09-1988 
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1837137 


r 


i 1-04-1994 
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5047192 
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16-07-1993 
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07-07-1984 


US 4833083 
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2835629 
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14-12-1998 
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3505965 
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26-12-1991 








KR 
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11-04-1998 
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26-05-1992 
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^^PATENT COOPERATION TRE^^^ 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
S746 


CAD ciDTuro a^t-h™ SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Fonn PCT /IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EPOO/06355 


International filing date (day/month/year) 
05 July 2000 (05.07.00) 


Priority date {day/month/year) 

12 July 1999(12.07.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12M3/06 


Applicant 


SEFAR AG 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



20 



, sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

12 February 2001 (12.02.01) 


Date of completion of this report 

19 October 2001 (19.10.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I lii*Bional application No. 

PCT/EP00/06355 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 
the description: 

pages 4,5,8,11,13,14,17-20,22,23 

pages 

pages _____ 



, as originally filed 

, filed with the demand 



l,2,2a,3,6,7,10,12,15,16,21 



, filed with the letter of 13 September 2001 (13.09.2001) 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



____ , as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 
, filed with the demand 



I//2-I6 



. , filed with the letter of 



08 May 01 //1 3/09/01 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

filed with the demand 



1/6-6/6 



wv w , filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description? 

pages 

pages 

pages 



30 May 2001 (30.05.2001) 



, as originally filed 

_ , filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

Thes e elements were available or furnished to this Authority in the following language which is* 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 1(b)) 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages 

the claims, Nos. ' 

□ 



the drawings, sheets/fig . 



5. 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 



* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 
and. 70 J 7). 

* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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INTERNATIONAL PRELIM^^Y EXAMINATION REPORT 



Intem^jM^l application No. 

PcJ^ 00/06355 



I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

Continuation of Box 1.5. 

The amendments filed with the letter of 8 May 2001 and 13 
September 2001 introduce substantive matter which, 
contrary to the requirements of PCT Article 34(2) (b) , go 
beyond the disclosure of the international application as 
filed. The amendments concerned are as follows: 

Claim 1 (filed with the letter of 8 May 2001) : " Housing 
is designed as a flat cell ..." . The originally filed 
application discloses the bioreactor - see page 9, lines 
5-6 - in the form of a flat cell. 

Page 9 of the description (filed with the letter of 13 
September 2001) : the deletion of the clause "the 
bioreactor as per the invention is designed as a flat 
cell in which" is inadmissible for analogous reasons. 

These amendments would not be taken into consideration 
for the examination of the novelty and inventive step of 
the subject matter of Claims 1-16. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL 



RY EXAMINATION REPORT 



IntejMfconal application No. 
PC^Ip 00/06355 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1) . Reference is made to the following documents: 

Dl: US-A-5 605 835 

D2: EP-A-0 909 811 

D3: US-A-4 833 083 

D4: EP-A-0 113 328. 

2) . The subject matter of Claims 1-16 is to be regarded 

as novel and inventive (PCT Article 33(2) and (3)) 
for the following reasons: 

Dl is considered to be the closest prior art and 
discloses a stratified bioreactor for the 
cultivation of human hepatocytes. Said bioreactor 
comprises a housing (outer plates 114, 116) and a 
plurality of support plates disposed therein for 
receiving cells (support plates 138 which are coated 
with a biogradable matrix) which are situated 
between two semi-permeable membranes (membranes 
142); see column 13, lines 24-26; column 14, lines 
23-67; column 15, lines 1-59; Figure 5. 

D2, D3 and D4 disclose bioreactors with a 
cylindrical housing and a porous support disposed 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL 




1Y EXAMINATION REPORT 




therein for receiving cells, said support being 
located between two concentric semi-permeable 
membranes; see D3, column 2, lines 43-53; column 3, 
lines 10-58; column 4, lines 1-5; Figure 1 and D4, 
column 10, lines 8-50; column 11, lines 14-18, 46- 
62; Figure 1; D4 , page 3, lines 24-28; page 4, lines 
1-29; page 5, lines 1-8; page 7, lines 1-33; page 8, 
lines 18-25; page 9, lines 1-5; page 12, lines 18- 
28; page 13, lines 1-11; Figures 1-2. 

The bioreactor according to Claim 1 differs from the 
bioreactor of Dl in that (i) the support plates are 
annular, (ii) the dividing wall elements comprise a 
backing fabric to which the membrane is applied, and 
(iii) the backing fabric and the support element 
fabric are fixed inside an annular support plate. 

The aforementioned bioreactor design permits a 
convective continuous or quasi-continuous supply of 
nutrient medium to the cells, thereby guaranteeing 
optimal provision of the necessary nutrients during 
the entire cultivation time whilst at the same time 
ensuring that metabolic products are removed quickly 
as a result of the convective flow of the nutrient 
medium. 

The layer design of the bioreactor in Dl comprises 
not only supports for receiving cells, but also 
other supports coated with nutrient medium which are 
located between two semi-permeable membranes so that 
the cells are supplied with nutrients by means of 
diffusion. The bioreactors in D2, D3 and D4 permit 
nutrient medium to flow through the cells 
convectively . The bioreactors in D2-D4 do, however, 
comprise a cylindrical housing in which the supports 
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Rational application No. 
I/EP 00/06355 



are situated concentrically. 

A person skilled in the art would not have found any 
inducement or technical basis in the disclosures of 
D1-D4 which would lead him to modify the bioreactor 
of Dl such as to arrive at a bioreactor as per 
Claims 1-9. 

The subject matter of Claims 10-16 relates to a 
process which is adapted specifically to the 
bioreactor according to Claim 1 and is to be 
regarded as novel and inventive for analogous 
reasons . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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g$m& Intema^^^I 
M^ttlY EXAMINATION REPORT pctJ^P 



Intema^j^^I application No. 

00/06355 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The reference sign (9) for the flat cell - see Claims 5-6 
- cannot be found elsewhere in the description or in the 
figures; see PCT Guidelines, Ch. II-4.8. 
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VERTRAG UBER A INTERNATIONALE ZUSAI^ENARBEIT AUF DEM 

™ EBIET DES PATENTWESElK 



RECD 2 3 OCT 2001 



VVIPO 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
S746 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mrtteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
vortaufigen Prufungsberichts (Formblatl PCT/l PEA/41 6) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/06355 



I ntemationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
05/07/2000 



Prioiitatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
12/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12M3/06 



Anmelder 

SEFAR AG et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 20 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



I 




II 


□ 


III 


n 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Datum der Einreichung des Antrags 
12/02/2001 



Name und Postanschrift der mit der intemafionalen vortaufigen 
Prufung beauftragten Behorde:" 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
19.10.2001 



illmachtigter Bediensteter 
Diez Schlereth, D 

Tel. Nr. +49 89 2399 7488 



J 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



# 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06355 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der intemationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Auffordervng nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7)y. 
Beschreibung, Seiten: 

4,5,8,11,13,14,17-20, ursprungliche Fassung 
22,23 

1 f 2,2a,3,6,7,9,10, eingegangen am 13/09/2001 mit Schreiben vom 13/09/2001 

12,15,16,21 

Patentanspruche, Nr.: 

1 eingegangen am 08/05/2001 mit Schreiben vom 08/05/2001 

2-16 eingegangen am 13/09/2001 mit Schreiben vom 13/09/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 eingegangen am 30/05/2001 mit Schreiben vom 30/05/2001 




2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der intemationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtragliqfr in computerlesbarer Fobd eingereicht worden ist. 

□ Die Erklirung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
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Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computeriesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. H Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 

beizufugen). 

siehe Beiblatt 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 6 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 

Zur Kfarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt I 

Die mit Schreiben vom 08.05.01 und 13.09.01 eingereichten Anderungen bringen 
Sachverhalte ein, die im Widerspruch zu Artikel 34 (2) (b) PCT uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung zum Anmeldezeitpunkt 
hinausgehen. Es handelt sich dabei urn folgende Anderungen: 

Anspruch 1 (eingereicht mit Schreiben vom 08.05.01): " Gehause als eine Flachzelle ... 
aufgebaut ist". Die ursprunglich eingereichte Anmeldung offenbart, daB der Bioreaktor 
(siehe S. 9, Z. 5-6) als eine Flachzelle aufgebaut ist. 

Beschreibung S. 9 (eingereicht mit Schreiben vom 13.09.01): die Streichung des 
Halbsatzs "der erfindungsgemaBe Bioreaktor als eine Flachzelle aufgebaut ist, bei 
welcher" ist aus analogen Grunden nicht zulassig. 

Diese Anderungen wurden fur die Prufung der Neuheit und erfinderischen Tatigkeit des 
Gegenstandes der Anspriiche 1-16 nicht berucksichtig. 

Zu Punkt V 

1 . ) Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : US-A-5,605,835 
D2: EP-A-0 909 81 1 
D3: US-A-4,833,083 
D4: EP-A-0 113 328 

2. ) Der Gegenstand der Anspriiche 1-16 ist aus folgenden Grunden als neu und 
erfinderisch im Sinne der Art. 33 (2) und (3) PCT zu betrachten: 

D1 , das als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart einen 
schichtweise aufgebauten Bioreaktor zur Kultivierung von menschlichen Hepatozyten, 
mit einem Gehause (auBere Platten 114,166), und mehreren darin eingeordneten 
Tragern zur Aufnahme von Zellen (Tragerplatten 138, die mit einer biovertraglichen 
Matrix beschichtet sind), dje zwischen zwei serfripermeable Membranen (Membrane 
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142) eingeordnet sind (Sp. 13, Z. 24-26; Sp. 14, Z. 23-67; Sp. 15, Z. 1-59; Abb. 5). 

D2, D3 und D4 offenbaren Bioreaktoren mit einem zylindrischen Gehause, und einem 
darin eingeordneten porosen Trager zur Aufnahme von Zellen, der zwischen zwei 
konzentrischen semipermeable Membranen eingeordnet ist (D3, Sp. 2, Z. 43-53; Sp. 3, 
Z. 10-58; Sp. 4, Z. 1-5; Abb. 1 und D4, Sp. 10, Z. 8-50; Sp. 11, Z. 14-18, 46-62; Abb. 1; 
D4, S. 3, Z. 24-28; S. 4, Z. 1-29; S. 5, Z. 1-8; S. 7, Z. 1-33; S. 8, Z. 18-25; S. 9, Z. 1-5; 
S. 12, Z. 18-28; S. 13, Z. 1-11; Abb. 1-2). 

Der Bioreaktor nach Anspruch 1 unterscheidet sich von dem Bioreaktor aus D1 
dadurch, daB (i) die Tragerplatten ringformig sind, (ii) die Trennwandelemente ein 
Stutzgewebe aufweisen, auf welchem die Membran aufgebracht ist, und (iii) das 
Stutzgewebe und das Gewebe des Tragerelementes in einer ringformigen Tragerplatte 
befestigt sind. 

Dieser Aufbau des Bioreaktors ermoglicht eine konvektive kontinuierliche oder quasi- 
kontinuierliche Versorgung der Zellen mit Nahrmedium, wodurch eine optimale 
Bereitstellung der notwendigen Nahrstoffe uber die gesamte Zeitspanne der 
Kultivierung gewahrleistet wird, wobei gleichzeitig durch die konvektive Stromung des 
Nahrmediums Stoffwechselprodukte rasch entfernt werden. 

Der Schichtaufbau des Bioreaktors aus D1 umfaBt neben den Tragern zum Aufnahme 
von Zellen, andere mit Nahrmedium beschichtete Trager, die zwischen zwei 
semipermeable Membrane eingeordnet sind, sodaB die Nahrstoffversorgung der Zellen 
durch Diffusion stattfindet. Die Bioreaktoren aus D2, D3 und D4 ermoglichen eine 
konvektive Durchstromung der Zellen mit Nahrmedium. Die Bioreaktoren aus D2-D4 
haben aber ein zylindrisches Gehause, wo die Trager konzentrisch eingeordnet sind. 

Angesichts der Offenbarungen von D1-D4 hatte der Fachmann keine Anregung und 
keine technische Grundlage gehabt, den Bioreaktor aus D1 so zu modifizieren, urn zu 
einem Bioreaktor gemaB Anspruche 1-9 zu gelangen. 

Der Gegenstand der Anspruche 10-16 bezieht sich auf ein Verfahren, der an dem 
Bioreaktor nach Anspruch 1 speziell angepaBt ist und ist aus analogen Grunden als 
neu und erfinderisch zu b^trachten. 
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Zu Punkt VIII 

Der Bezugszeichen (9) fiir die Flachzelle (sie Anspruche 5-6) ist nirgendswo in der 
Beschreibung und Abbildungen zu finden (siehe PCT Richtlinien 11-4.8). 
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Bioreaktor 

D ie Erf indung betrif ft einen Bioreaktor sowie ein Verfahren 

zur Kultivierung organischen Materials gemaJ3 dem Oberbe- 

/tO 

griff der Anspriiche 1 bzw. £5/. 

Die Kultivierung organischen Materials r vor allem menschli- 
cher Oder tierischer Zellen gewinnt in der medizinischen 
Diagnostik, Therapie und Phannakologie zunehmend an Bedeu- 
tung. 

Von besonderem Xnteresse ist hierbei die Vermehrung von 
hamatopoetischen Stammzellen. Diese werden einem Patient en 
vor einer Strahlen- oder Chemother apie entnommen und sollen 
in raoglichst groBer Anzahl dem Patienten nach AbschluS der 
Strahlen- und Chemotherapie retransplantiert werden. 

Bei diesera Verfahren ist unter anderem die Kryokonservie- 
rung gebrauchlich, bei welcher entnommene Blutstammzellen 
wahrend der Dauer der Strahlen- Oder Chemotherapie einge- 
froren werden. Allerdings ist hierdurch keine Anreicherung 
der Zellen moglich. Vielmehr wird die Anzahl lebender Zel- 
len sowie deren Vitalitat deutlich reduziert. 

Es wurden bereits Methoden zur Kultivierung und Anreiche- 
rung verschiedener Zellen menschlichen Ursprungs entwickelt 
und etabliert. 
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Typi^cherweise werden Zellen in Behaltern Oder Petrischalen 
kult'iviert, in welchen sich ein fiir die Kultivierung des 
jeweiligen Zelltyps geeignetes Nahrraedium befindet. Wahrend 
der Kultivierung sind im allgemeinen mehrere Behandlungs- 
schritte notwendig, wie beispielsweise der Austausch des 
Nahrmediuras sowie ein Umsetzen kultivierter Zellen in ande- 
r'e Behaltnisse. 

Durch das erf orderliche mehrfache Eingreifen in den Kulti- 
vierungsprozess wachst die Gefahr der Kontamination des 
Zellmaterials, beispielsweise durch Laborgerate oder Umge- 
bungsluft, wodurch das zu kultivierende Material far die 
weitere Verwendung unbrauchbar wird. 

Die Handhabung des gesamten Kultivierungsprozesses gestal- , 
-tet sich insgesamt relativ aufwendig, so daB ein" klinischer 
Einsatz im groBen MaBstab kaum durchfuhrbar ist. 

Weiter wurde eine Kultivierung von Zellen in Hohlfasera 
versucht! Die Zellen in den Hohlfasem werden dabei von der 
FaserauBenseite dif fusiv mit Nahrstof fen versorgt. Zu Be- 
ginn der Zellkultivierung konnen dabei relativ gute Wachs- 
tumsraten erreicht werden, wobei mit zunehmender Anzahl von 
Zellen in den raumlich begrenzten Hohlf asern eine weitere 
Vermehrung problematisch wird. 

Eine ahnliche Problematik besteht bei dem Bioreaktor und 
dem Verfahren gemaB der EP 0 121 981 Al. Ein pordser, mono- 
lithischer Keramikbiock, welcher mit einer Vielzahl von 
feinen, parallel verlauf enden- Kanalen durchzogen ist, wird 
rai-t Zellen beimpft- Die Zellen lagern.sich an der porc-sen 
Innenseite der Kanale an, welche von einer Nahrf lussigkeit 
durchstrOmt werden. Ein weiterer Bioreaktor zur diffusiven 
Versorgung von Zellen, welcher einen schichtweisen Aufbau 
aufweist, ist aus der US-A-5, 605, 835 bekannt. 
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Aus der gattungsbildenden EP-A-0 909 811 geht ein Bioreak- 
tor und ein Verfahren mit konvektiver Versorgung des orga- 
nischen Materials hervor. Bei diesem bekannten Bioreaktor 
ist ein zyliridrischer Aufbau mit konzentrisch angeordnetren 
Trennwanden vorgesehen, zwischen welchen in einem 
ringf orraigen Aufnahmeraum das organische Material angeord- 
net ist. Abhangig von der Art des zu kultivierenden organi- 
schen Materials muss der' Aufnahmeraum in GroBe und Form an- 
gepasst werden. 

Ein weiterer Bioreaktor mit einem vergleichbaren zylindri- 
schen Aufbau- ist aus der US-A-4, 833, 083 bekannt. 

t In der EP-A-0 113 328 ist ein Bioreaktor mit einer zylin- 
drischen Kamraer offenbart. Die Zu- und Abfiihrung des 
Nkhrmediums erfolgt uber eine Vielzahl poroser Rohre/ wel- 
che in die Karamer hineirir agen . 
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Der Erfindung liegt die A u f g a b e zugrunde, eine 
Vo-rriehtung^und-^^ — 
Materials zu schaffen, welche einerseits eine intensive 
Kultivierung eines organischen Materials erlauben und ande- 
rerseits besonders einfach und zuverlSssig handhabbar sind. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB durch den Bioreaktor mit 

den Merkmalen des Anspruchs 1 sowie mit dem Verf ahren gemSB 
Ao 

Anspruch frS* ge!6st. 

[Dei dem Bioroaktor iot yorgQQohon, daS cine GtrSmungoGrjggy^ 
gungs-Einrichtung vorhanden ist, durch welched^s-^WSlirmedi- 
um in eine StrOmung versetzbar ist, d§&- ±tT^er StrCmung ei- 
ne Aufnahraeeinrichtung ange^rfnStist, welche zum Aufnehmen 
und/ Oder Hal ten dgs-<rf ? ganischen Materials- ausgebildet ist, 
und daB^xiir€**TCuf nahmeeinrichtung zum Durchleiten des strb- 
rtgndon Nahrmodiuino durohiaooig auogobildQt ibt j 

flli^Gru^ iry 'der konvektiven. 

Versorgung des organischen Materials mit Nahrmedium . Diese 
Versorgung kann .kontinuierlich Oder quasi-kontinuierlich . 
erfolgen. Hierdurch kann eine nahezu optimale Bereitstel- 
lung der notwendigen Nahrstoffe uber die gesamte Zeitspanne 
der Kultivierung gewShrleistet werden, wobei gleichzeitig 
durch die Stromung des Nahrmediums ftir das Zellwachstum 
abtragliche Stof fwechselprodukte rasch entfernt werden. 
Versuche mit h&nopoetischen Stammzellen haben hervorragen- 
de Wachstums- und Vitalitatsraten erbracht. 

Der Bioreaktor umfaBt ein geschlossenes GehSuse mit minde- 
stens einem Zu- und Ablauf und mindestens einem StrOraungs- 
kanal, wobei zur Erzeugung der Str6mung ein Gef&lle Oder 
gangige Pumpeneinrichtungen , etwa Schlauchpumpen, einge- 
setzt werden kOnnen. 
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Durchlassigkeit fur ein zuzuf uhrendes Medium aufweisen. Sie 
-kennen-z-B-; — aus— Gewebe7 — Gewic4ce- o^i^T±^-&n^&&F—a&s--axi&&- 
ren permeablen Werkstoffen bestehen. Gewebe haben sich als 
besonders zweckmaBig fur Bioreaktoren zur Kultivierung von 
Leberzellen erwiesen. Gewebe mit ihren relativ groben Ma- 
schen efzeugen eine hervorragende Dif f usorwirkung bei dem 
str5menden Nahrmedium. 

ffocondorr totfoarfug^ is^jj onorrf-i, jVirnnnifgTe Trennwandeleraente 
eine Membran aufweisen. Da sich Membranen mit unterschied- 
lichen Eigenschaften hinsichtlich ihrer Durchlassigkeit so- 
wie ihres selektiven Verhaltens herstellen lassen, kann die 
Versorgung der im Bioreaktor zu kultivierenden Zellen mitr 
bestimmten Stoffen durch den Einsatz einer entsprechend ge- 
eigneten Membran gezielt beeinfluBt werden. Dartiber hinaus 
ist auch die mechanische Stabilitat der Trennwandelemente 
durch die Wahl von unterschiedlich verst^rkten Membranen 
gezielt einstellbar und an die jeweiligen Erf ordernisse des 
organischen Materials, z.B. bei adharenten Zellen, anpaB- 
bar. Zur VerstSrkung der Membran konnen beispielsweise 
textile Verstarkungen, wie Gewebe oder Gewirke, dienen. 
Es ist ein Einsatz organischer oder anorganischer Membra- 
nen, beispielsweise aus einem Polymer, Metall oder Keramik 
oder einer Kombination aus diesen Materialien ra6glich. 

Ftir eine besonders gute Immobilisierung des organischen Ma- 
terials ist bei dem erf indungsgemaBen Bioreaktor vorgese- 
hen, daB die Auf nahmeeinrichtung ein Tragerelement auf- 
weist, welches zum Anlagern des organischen Materials aus- 
gebildet % ist und fQr das Nahrmedium durchlassig ist. Ein 
Anlagern des organischen Materials an das im wesentlichen 
flachige Tragerelement kann durch eine spezielle Struktur- 
des Tragerelementes und/oder durch den Strttmungsdruck er- 
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reicht werden. Das Trager element kann f alloino odor bcvor — / 
-^^^in— Korabi^a^^^ 

meeinrichtung bilden. Diese Ausfiihrung eignet sich unter 
anderem fur die Kultivierung von Iraplantaten, etwa von in 
vitro-gezuchteten Hautflachen, fur welche eine groBflachige 
Anordnung der immobilisierten Zellen erforderlich ist. 

Hierbei ist es vorteilhaft, wenn das Tragerelement ein tex- 
tiles Tragermaterial umfaBt. Durch die entsprechende Wahl^ 
z.B. von Gewebeart und -material, Filamentstarke, Maschen- 
weite und Fadenzahl lassen sich in einfacher Weise fiir je- 
den Anwendungsf all ein nahezu ideales VerhSltnis zwischen 
Oberf lache und Reaktorvolumen sowie gute Durchf luBeigen- 
schaften fur die Nahrstof fversorgung der Zellen einstellen. 
Dies erlaubt eine gezielte Beeinf lussung und Forderung der 
Kultivierung des organischen Materials. 

Als textile Tragermaterialien eignen sich hierbei techni- 
sche Gewebe, Gewirke und Gelege, bei welchen die Struktux 
aus Monofilamenten oder Drahten exakt definiert wird. Die 
Monofilaments. Oder Drahte -konnen beispielsweise aus Metall, 
Keramik, synthetischen und/oder naturlichen Materialien, 
wie Zellulose", mit und ohne Oberf lachenbeschichtungen be- 
stehen. In bestimmten Fallen sind auch Multif i lament gewebe 
zweckmaBig, bei welchen die die Gewebestruktur definieren- 
den Faden ihrerseits aus einer Vielzahl kleinerer ^F.Sden be- 
stehen . 

Eine gezielte Einlagerung von Zellen in das Tragerelement 
kann durch eine dreidimensionale Struktur erreicht werden. 
Das Tragerelement kann beispielsweise oin poracoc Kiungr-f 
jjtoff " odor Koramitonatorial- odoi? ein sogenanntes dreidimen- 
sionales technisches Gewebe sein. Derartige Gewebe weisen 



GEAENDERTES BLATT 



- 9 - 



lassen sich unterschxedliche Materialeigenschaf ten, wie 
zth— g±ne~ hofag-me chaj ils cl iB Straiyl-^^anr-e^^ie^T^ag far yxm ldiua. - 



terials systeraatisch mi"t gewunschten Oberf lacheneigenschaf- 
ten, wie z.B. Hydrophilie und Zelladhasion, kombinieren. 

Es ist vorgesehen, daJ3 dor erf indungogomfrSG Dioraaktog alof 
fcino. FlQQhcQllQ aufgobaut let, boi wolohoif die Aufnahme- 
einrichtung vorzugsweise kreisrund ausgebildet ist, Bei ei- 
nem kreisrund ausgebildeten Hohlraum in der Flachzelle wird 
eine besonders gute StrOmung und damit eine gleichmaflige 
Versorgung der zu kultivierenden Zellen mit NShrmedium 
gewahr leistet . Die Flachzelle kann schichtweise, etwa aus 
verklebten Kunststof f eleraenten auf gebaut sein, wodurch sich 
ein koinpakter und zugleich elnfach herzustellender Bioreak- 
tor ergibt. Die einfache Herstellbarkeit erlaubt sogar den 
Einsatz des • Bioreaktprs als Einmalartikel, was fUr medizi- 
nische Anwendungea. vorteilhaf t sein. kann. Gleichzeitig ist 
die Flachzelle auch so robust, daB eine Sterilisation durch 
Autoklavieren oder- durch y-Sterilisieren moglich ist. 
Fiir. das Beiropfen und Ernten grSBeren organischen Materials, 
etwa von- Implantaten, ist der Bioreaktor montierbar bzw.. 
demon tier bar . 



lEinc alternative Auof tlhrungur u i , m der Erfindung b&ateM^ 
darin, dass der Bioreaktor als Rohrzell^guf^^^ bei 
der die Trennwandelemeivtej^p^ Eine 
derartige ro]^^fcife - A^rdnung der Trennwandelemente fiihrt 
Sinor bocondorg kompakton AucgoGtaltung - « j 



| EinQ bcoondcro guto Stromung doc Nahrroodiumo wird orfin^ 
dungsgemaB dadurch erreicht, dass dierohj^toKi^e^ 
wandelemente achsparallel^so^^^ koaxial zueinander 

angeordnetsjjad^^ Anordnung, wobei auch 

^etr^rSgcralQiTiont syli^d e rgogroAg aucgobildot und swioohon 1 
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)c-ann-^ste3J- t s i ch e i ne S t:r6 ntung-des_Nahimed. inTns r adj^a^acort 



auSen nach innen oder radial von innen nach ajjBeffein . Eine 
zuverlassige Positionierung der einzelnep^clemente zueinan- 
der ist durch radial verlaufendeSJ^eoder Stutzk6rpers 
gewahrleistet, die an dem um^eBenden Gehause befestigt 
sind. Ein besonders gle^t5WBiger Zu- und Abfluss des Nahr- 
mediums wird daduaftSfTerzielt, dass innerhalb des aufleren 
rohrformiQea^frennwandelemen-fces mehrere innere, rohrformige 
Tremjwdndeleniente angeordnet sind, die zueinander achspa- 
allel vorlaufonn 

Bel einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung ist es vor- 
teilhaft, wenn mehrere Flachzellen t oder nohrgollon ; als Mo- 
dule in einer Stromungsrichtung parallel und/oder seriell 
angeordnet sind. Hierbei kann das aus einer ersten Flach- 
zelle ausstrSmende Medium unmittelbar.weiteren Flachzellen 
zugefuhrt werden, so daB eine besonders effektive Nutzung 
des Nanrmediums sowie eine eventuelle Verwertung von Stof f- 
wechselprodukten einer vorausgehenden Zelle moglich ist. 
ZweckmaBig 1st in der Regel jedoch eine parallele Anord- - 
nung, um eventuelle Vergiftungen durch Stof fwechselprodulcte 
auszuschlieSen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des Bioreaktors ist 
eine Steuereinrichtung vorgesehen, durch welche die Stro- 
mungserzeugungs-Einrichtung, eine Temper ature ins tell - 
einheit, eine Begasungseinheit und/oder weitere Versor- 
gungseinheiten steuerbar und/oder regelbar sind. Hier- 
durch laBt sich der KultivierungsprozeB des- organischen 
Materials iiber verschiedene Parameter, wie DurchfluBge- 
schwindigkeit, Durchf luBmenge , Temperatur und Druck des 
Nahxroediums sowie die Zu- und Abfuhrung weiterer Medien und 
Stoffe gezielt beeinf lussen. 
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besondere die Auf nahmeeinrichtung des Bioreaktors, nach 
dess^en— He^s^ei-O^ 
und Transport: nocli steril bleibt. Dariiber hinaus wird eine 
kontaminationsfreie Kultivierung des organischen Materials 
ermoglicht, da die einzelnen Behandlungsschritte, z.B- das 
Einbringen und Abfuhren des organischen Materials sowie c3as 
Zu- und Abfuhren des N&hrmediums oder anderer Substanzen r 
bei geschlossenem Gehause vorgenommen werden konnenund so 
die Gefahr einer Kontamination des organischen Materials 
stark vermindert werden kann. Durch den einfachen Aufbau 
des Bioreaktors ist dieser kostengtinstig herstellbar und 
fiir einen Einsatz als Einmal-Artikel im klinischen Bereich 
besondefs geeignet. 

Ein Aspekt des erf indungsgemaBen Verf ahrens / gomaB - Anopruoh/ 
fr§f liegt darih, das in Strttmung versetzte N&hrmedium durch 
die das organische Material haltende Auf nahmeeinrichtung 
hindurchzuleiten. Dadurch ist eine einfach handhabbare und 
zuverlSssige Kultivierung des organischen Materials mog- 
lich. Insbesondere ist durch das Durchleiten des Nahnne- 
diums durch die . Auf nahmeeinrichtung hindurch eine gute Ver- 
sorgung des daran bzw. darin gehaltenen organischen Materi- 
als mit Nahrstoffen gewahrleistet, da ein bestandiges Um- 
spiilen oder gegebenenf alls Durchsetzen mit N&hrlosung er- 
zielt wird. Die Stromung kann gleichbleibend oder gepuls-t 
sein. - - 

Um die Kontaminationsgefahr fiir das zu kultivierende orga- 
nische Material besonders gering zu halten, ist es vorte±l- 
haft, wenn vor einem Beimpfen oder Einbringen des organi- 
schen Materials in die Aufnahmeeinrichtung diese sterili- 
siert wird. Die Sterilisation, der Aufnahmeeinrichtung kann 
hierbei z.B. herstellerseitig unmittelbar nach der Herstel- 
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Im folgenden wird die Erf indung anhand von Zeichnungen be- 

J g^ e ^Au3£iilirungsbeis.p^ 
in einer stark schematisierten Darstellung 



Fig. 1 



Fig. 2 



einen Querschni-fct einer bevorzugten Ausf tih- 
rungsf orm des .erf indungsgemaBen Bioreaktors 
als Flachzelle; 

eine Ansiclvt auf eine Zusammenstellung ein- 
zelner Koraponenten eines ex;f indungsgemaBen 
Bioreaktors; 



Fig. 3 



einen zusammengebauten Bioreak-tor als Flach- 
zelle; 



Fig. • 4 



ein Diagramm einer Anlage mil: einem Bioreak- 
tor| e 



\-Fig, — &- 



vorzugten Ausf ulimngsf orm des erf indungsgemas- 
..sen Bioreak-fcors als Rohrzelle; 



Fig. 6 



eine scheinatische Quersc 
reak-bors von Fig. 5; 



fsansicht des Bio- 



Fig. 7 



eine Querschn^txsansicht: einer •weiteren Aus- 
fuhrungs^erfin des erf indungsgemaBen Bioreak- 
•torsj 



Fig. 8 eine schematische Querschnitrtsansichl: einer 

Ausfiihrungsform des erf indungsgemaBen Bioreak- 
tors mit? St;u usgorlig^r ■ ■ / 
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Der ±n Fig- 1 dargestellte Querschnitt einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform eines erf indungsgemaflen Bioreaktors 10 zur 
Kultivierung von Stammzellen weist ein TrSgerelement 12 , 
davon beabstandete, jeweils zweiteilige Trennwandelemente 
11 sowie eine beidseitige Abdeckung 14 auf. Durch die zwi- 
schen den einzelnen Elementen vorgesehenen Abstandhalter 
16, welche separate. Ringelemente oder Teil des Gehauses 
sein Iconnen, ist eine Einstellung eines gewunschten Abstan- 
des zwischen dem Tragerelement 12 und dem Trennwandelement 
11 bzw. zwischen dem Trennwandelement 11 und der Abdeckung 
14 moglich. 

Die Abdeckungen 14 und die Abstandhalter 16 sind aus Poly- 

carbonat hergestellt. Das Tr&gerelement 12 ist als tech- 

nisches Gewebe ausgebildet. Als Fasermaterial wird vorzugs- 

. weise ein Monofilament: aus Polyamid 6-6 (PA 6.6) oder Poly- 

ethylenterephtalat (PET) eingesetzt- Die Maschenweite des 

Gewebes betragt durrfisclmittlicb 20 pm und eine Dicke von 

etwa 55 bis 60 urn auf. Das Gewicht des Gewebes liegt bei 

2 

etwa 35 bis 40 g/m . 

Eine Auf nahmeeinrichtung fur das organische Material ist 
durcb das Tragerelement 12 und die Trennwandelemente 11 
gebildet, welche einen Aufnahmeraum 13 der Auf nahmeeinricti- 
tung seitlicb begrenzen. In dem gezeigten Beispiel weisen 
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eine 'physiologische Losung wird zugefubrt. Die Stammzellen 
kannen nun mittels einer Spritze durch die fttr die Be- 
JLmpi£\mg_gQi:g:es.ehana^L p, i tung 2 3^jabg.esaugjt:. w fi r den , Dip Tiipr- 



durch gewonnenen Stammzellen kSnnen nun gewaschen und gege- 
benenfalls weiteren Behandlungsschritten unterzogen werden, 
bevor sie einer weiteren Verwendung, z.B. als Blutersatz- 
stoff Oder Implantat, zugefuhrt werden. Zur Entluftung ist 
an dem Modulgebause des Bioreaktors 10 ein Entliiftungsven- 
til 38 angeordnet. 

Hn Fig- 5 ist - gin woitoror orf indungGgomaflcr Bioreaktor 10a 
mit einer rohrfonaigen Struktur als Robrzelle 7 perspek- 
tivisch dargestellt. Der Bioreaktor 10a hat eine zylindj 
sc he Auflenwand 8a, innerhalb welchier konzentri s ch ang^ord- 
nete Trennwandelemente 11 oder Rohre positioniert s; 
Zwischen den beiden Trennwandelementen 11a ist koaxial e±n 
rohrformiges Trager element 12a angeordnet. Bei/diesem er- 
findungsgemaBen Bioreaktor 10a kann die NahrjFlussigkeit 
axial entlang des- Rohres f lieBen, wobei .au^grund eines 
Dmckunterschiedes dabei NShrf lussigkeit/radial von auBen 
nach innen bzw. von innen nach auSen und somit guer durcti 
die Trennwandelemente 11a und das ^4gerelement 12a strSmen 
kann. 

In Fig. 6 ist die koaxiale Aitordnung der einzelnen rohrfor- 
migen Elemente des Biore^fxors 10a noch deutlicher darge- 
stellt, wobei zusatzlicH eine Sffnung 17a in der Auflenwand 
8a ausgebildet ist. pd^ese Offnung 17a kann zur Zu- oder 
Abfiihrung oder zum/Einbringen einer Messsonde genutzt wer- 
den. Ebenfalls sie zur Beimpfung der Kultur dienen. 

Ein anderer/erf indungsgem&Ber Bioreaktor 10b ist aus Fig. 7 
ersichtlidh, wobei in einer rohrf ormigen Auflenwand 8b zwei 
Rohrzel^en vorgesehen sind. Eine einzelne Rohrzelle umfasst 
dab^r zwei koaxial zueinander angeordnete rohrformige 
Ti^nnwandelemente 10b, zwischen denen mittig ein rohrfbrmi- 
3G Tnragocolomorrt; 12th ogLngobraoht lot -: """"" ™ — - 
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Neuer Anspruch 1 

1. Bioreaktar zur Kultiviemng organischen Materials, 
insbesondere von Zellen, mitrtels eines NShrmediums, 
welches in eine Streaming versetzbar ist, mil: 

- einem Gehause. 

- einer darin angeordneten Aufnahmeeinrichtung, welche 
einen von dem Nahrmedium durchstrombaren Aufnahmeraum 
( 13 ) fur das organische Material auf weist, 

- mindestens zwei Trennwandelementen (11), welche den 
Auf nahmeraum (13) umschlieBen und jeweils eine Mem- 
bran (11a) aufweisen, die einerseits fur das Nahrme- 
dium durchstrOmbar und andererseits im Wesentlichen 
undurchlSssig fiir das organische Material ist, und 

- einem im Auf nahmeraum (13) angeordneten, fttr das 
NShnnediuin durchlSssigen TrSgerelement ( 12 ) , welches 
als ein Gewebe zum Anlagern des organischen Materi- 
als ausgebildet ist, 

{?v dadurch gekennzeichnet, 

- dass das Gehause als eine Flachzelle mit ringf5rmi- 
gen Tragerplatten (24) aufgebaut ist, 

- dass die Trennwandelemente (11) ein Stiitzgewebe 
(lib) aufweisen, auf welchem die Membran (11a) auf- 
gebracht ist und 

- dass sowohl das Stiitzgewebe (lib) mit der aufge- 
brachten Membran (11a) als auch das Gewebe des Tr£- 
gerelementes (12) jeweils in einer ringf brmigen 
Tragerplatte (24) befestigt sind~ 
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2. Bioreaktor nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Tragerelement (12) eine dreidiraensionale 
Struktur aufweist, insbesondere als dreidimensionales 
Gewebe ausgebildet ist. 

3. Bioreaktor nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet,' 

daS das Tragerelement (12) ein textiles Tragermateirial 
umfaBt. 

4. Bioreaktor nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB das textile Tragermaterial oberflachenbehandelt 
ist und 

- daS eine biovertragliche Oberflache mit einer Stiruk- 
tur fur eine Adhasion des organischen Materials aus- 
gebildet ist. 

5. Bioreaktor nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Auf nahmeeinrichtung der Flachzelle (9) kreis- 
rund ausgebildet ist. 
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Bioreaktor nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB mehrere Flachzellen (9) als Module in einer 

Stromungsrichtung 'parallel und/oder seriell angeordnet 

sind . 

Bioreaktor nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekenn zeichnet, 
daB eine Steuereinrichtung vorgesehen 1st, durch 
welche eine Stromungserzeugungs-Einrichtung, eine 
Tentperatureinstelleinheit, eine Begasungseinheit , 
eine Entgasungseinheit und/oder weitere Versorgungs- 
einheiten steuerbar und/oder regelbar sind. 

Bioreaktor nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

- daB in einer Stromungsrichtung nach dem Aufnahme- 
raum (13) eine Sensoreinrichtung angeordnet: ist, 
durch welche physikalische und chemische Zustands- 
werte des Nahrmediums- ermittelbar sind und 

- daB die Sensoreinrichtung mit der Steuereinrich- 
tung verbunden ist. 

Bioreaktor nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB ein geschlossenes, insbesondere deraontier bares 
Gehause vorgesehen ist, in welchem die Aufnahme- 
einrichtung angeordnet ist, und 

- daB zumindest ein ZufluB.und ein AbfluB fur das 
Nahrmedium sowie ein Zugang zum Einbringen und Ab- 
fuhren des organischen Materials vorgesehen sind. 
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10- ' Verfahren zur Kultivierung organischen Materials , 
bei dem 

- ein Nahrmedium zumindest zeitweise in eine Str5- 
mung versetzt wird, 

- das organische Material in eine Auf nahmeeinrichtung 
eines Bioreaktors (11) eingebracht wird und 

- das Nahrmedium durch die Aufnahmeeinrichtung des 
Bioreaktors (11) fur eine konvektive Versorgung des 
organischen Materials durchgeleitet wird,- 

; dadurch gekennzeichnet, 

- daB ein Bioreaktor (11) nach einera der Anspruche 1 
bis 9 verwendet wird- 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB vor einem Beimpfen oder einera Einbringen des or- 
ganischen Materials in die Auf nahmeeinrichtung diese 
sterilisiert wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 Oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB vor einem Abftihren des kultivierten organischen - 
Materials aus der Aufnahmeeinrichtung ein Medium, ins- 
besondere ein Enzym, zum Losen von angelagertem orga- 
nischen Material eingebracht wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, 
dadurch gekennze ichnet, 

daB die Stromungsrichtung des durch die Aufnahmeein- 

• richtung geleiteten Nahrmediums wahrend der Kultivie- ^ 

* rung des organischen Materials geandert wird. 
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Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein chemischer und/oder physikalischer Zustand des 
Nahrmediums, insbesondere eine stoffliche Zusammenset- 
zung, eine stochiometrische Zusammensetzung, Tempeira- 
tur, Druck oder Durchf luBgeschwindigkeit , im zeitli- 
chen Verlauf der Kultivierung gezielt verandert weir- 
den. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

- daB zumindest nach dem Durchleiten des Nahrmediums 
durch die Auf nahmeeinrichtung chemische und/oder 
physikalische Zustandswerte des Nahrmediums ge- 
rnessen. werden, 

- daS die gemessenen Zustandswerte in einer Steuer- 
•einrichtung erfaBt und ausgewertet werden, und 

- daS die gemessenen Zustandswerte zur Steuerung 
und/oder Regelung des Verlaufes der Kultivierung. 
des organischen Materials eingesetzt werden. 

Verfahren nach einem -der Anspriiche 10 bis 15 , 
dadurch gek e nn z eichne t, 

- daB das Nahrmedium durch mehrere Aufnahmeeinrich- 
tungen geleitet wird, welche parallel und/oder se- 
riell zueinander angeordnet sind. 



i 
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CLAIMS 



1. Bioreactor for cultivating organic material, comprising a 
receiving device for receiving and/or retaining the 
organic material, wherein the receiving device is 
permeable for passing through a nutrient medium, and 
comprising 

a flow generating device, by means of which the nutrient 
medium can be put into a flow through the receiving 
device, 

characterized in that 

- the receiving device has at least two partition wall 
elements (11), by which a receiving space (13) adapted 
for receiving the organic material is enclosed, and 

- the partition wall elements (11) are on the one hand 
permeable to the nutrient medium and on the other hand 
substantially impermeable to the organic material. 

| 2. Bioreactor according to claim 1, 
characterized in that 

the partition wall elements (11) have a membrane. 

3. Bioreactor according to claim 1, 
characterized in that 

the partition wall elements (11) have a fabric 

4. Bioreactor according to any one of claims 1 to 3, 
characterized in that 

- the receiving device has a carrier element (12), which 
is adapted for an adhesion of the organic material, and 

- the carrier element (12) is permeable to the nutrient 



medium. 
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5. Bioreactor according to claim 4, 
characterized in that 

the carrier element (12) has a three-dimensional 
structure, in particular it is designed as three- 
dimensional fabric or as a porous material. 

6. Bioreactor according, to claim 4 or 5, 
characterized in that 

the carrier element (12) includes a textile carrier 
material . 

7. Bioreactor according to claim 6, 
characterized in that 

- the textile carrier material is surface-treated and 

- a bio-compatible surface is formed with a structure 
adapted for an adhesion of the organic material. 

8* Bioreactor according to any one of claims 1 to 1, 
characterized in that 

it is constructed as a flat cell (9), in which the 
receiving device is preferably designed circularly. 

9. Bioreactor according to any one of claims 1 to 7, 
characterized in that 

it is constructed as tube cell (7), in which the 

partition wall elements (11) are designed tubularly* 

10. Bioreactor according to claim 9, 
characterized in that 

the tubular partition wall elements (11) are arranged 
paraxially, preferably coaxially to each other. 

11. Bioreactor according to any one of claims 8 to 10, 
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characterized in that 

cells (7) are arranged as modules in one flow direction 
in a parallel and/or serial fashion. 

12. Bioreactor according to any one of claims 1 to 11/ 
characteri zed in that 

a control device is provided, by means of which the flow 
generating device, a temperature adjusting unit, a gasing 
unit, a degasing unit and/or further supply units can be 
controlled and/or regulated . 

13. Bioreactor according to claim 12, 
characterized in that 

- a sensor device is arranged in one flow direction after 
the receiving space (13), by means of which physical 
and chemical values of state of the nutrient medium can 
be determined and 

- the sensor device is connected to the control device* 

14. Bioreactor according to any one of claims 1 to 13, 
characteri zed in that 

- a closed, in particular dismount able housing is 
provided, in which the receiving device is arranged, 
and 

- at least one feed and one discharge are provided for 
the nutrient medium as well as an access for 
introducing and removing the organic material. 

15. Method for cultivating organic material, wherein 

- a nutrient medium is at least temporarily put into a 
flow, 

- the organic material is retained in or at a receiving 
device and 

- the nutrient medium is passed through the receiving 
device, 
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characteri zed in that 

- the organic material is arranged in a receiving space 
(13), which is enclosed by two partition wall elements 
(11) that are permeable to the nutrient medium/ but 
substantially impermeable to the organic material. 

16. Method according to claim 15, 
character! zed in that 

prior to an inoculation or introduction of the organic 
material into the receiving device this is sterilized. 

17. Method according to claim 15 or 16, 
character! zed in that 

prior to a removal of the cultivated organic material 
from the receiving device a medium, in particular an 
enzyme, is introduced for detaching adhered organic 
material . 

18. Method according to any one of claims 15 to 17, 
characters zed in that 

the direction of flow of the nutrient medium that is 
passed through the receiving device is changed during the 
cultivation of the organic material . 

19. Method according to any one of claims 15 to 18, 
character! zed in that 

a chemical and/or physical state of the nutrient medium, 
in particular a material composition, a stoichiometrical 
composition, temperature, pressure or rate of flow, are 
specifically changed in the course of the cultivation. 

20. Method according to any one of claims 15 to 18, 
characterized in that 
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- at least after passing the nutrient medium through the 
receiving device chemical and/or physical values of 
state of the nutrient medium are measured, 

- the measured values of state are recorded and analysed 
in a control device, and 

- the measured values of state are employed for 
controlling and/or regulating the course of the 
cultivation of the organic material. 

21 . Method according to any one of claims 15 to 20 
characterized in that 

- the nutrient medium is passed through a number of 
receiving devices, which are arranged to each other in 
a parallel and/or serial fashion. 



